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V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 




1. 


Statement 











Novelty (N) 


Claims 1-16, 18 VES 








Claims 1 "7 , 


19-39 NO 






Inventive step (IS) 


Claims 


YES 








Claims 1 


.-39 NO 






Industrial applicabiiit>' (lA) 


Claims 2^ YES 








Claims 


NO 




2. 


Citations and explanations 










1 . Reference 


is made to the following 


documents : 






Dl: J. Mol 


. Biol., Vol. 279, pages 


1163-1175, 1998 





D2 
D3 



WO 92/19279 
US-A-5 627 036 



2. Dl mentions various domains of human annexin I, 

particularly domains Dl and D2 , and the individual 
expression of said domains in E. coli. Dl describes 
methods for the expression, isolation and 
purification of the D2 domain as well as, in 
particular, NMR experiments after radiolabelling of 
the D2 domain and solubilisat ion in a micelle 
solution (the abstract; page 1165, column 1; page 
1168, column 2, paragraph 3; page 1172, column 2, 
last paragraph to page 1173, column 2, last 
paragraph) . 

The human annexin I mentioned in Dl matches the 
human annexin I having SEQ ID NO.: 1 of Figure 6A of 
the present application. Dl does nor mention that 
the chemical structure it describes has affinity for 
a phospholipid but, in light of Dl, the subject 
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matter of Claims 11, 19, 20, 23-26, 31 and 33 is 
nonetheless not novel. Indeed, revealing new 
properties (for example, phospholipid affinity) of a 
known substance cannot render said substance novel. 
It follows that Claims 17, 19, 20, 23-26, 31 and 33 
are not novel over Dl . 

D2 mentions that annexins have the property of 
calcium-dependent binding to negatively charged 
phospholipids. In particular, D2 describes human 
annexin V which, in the presence of calcium, shows 
very high affinity for phospholipids such as 
phosphatidylserine (PS), phosphatidylcholine (PC) 
and phosphatidic acid (page 7, line 17 to page 8, 
line 15; page 15, line 21; page 17, lines 9-14) . D2 
describes the production of annexin V by cloning the 
cDNA thereof into an expression vector (page 17, 
line 23 to page 18, line 7) . D2 mentions the use of 
annexin V to target thrombosis in vivo as well as 
the radiolabelling or fluorescent labelling of 
annexin (page 21, lines 7-17; page 15, lines 22-27). 
D2 describes a chemical structure including a 
annexin V having affinity for phospholipids 
conjugated to a thrombolytic agent. This structure 
is produced by means of cloning and expression in E. 
coli (page 1, lines 7-9; page 10, lines 15-20; page 
21, lines 20-25; Examples II and III; Claims 1-3; 
Claim 31). D2 also mentions the use of this 
chemical structure in therapeutic compositions and 
in accordance with therapeutic methods in order to 
treat diseases caused by thrombosis (page 10, lines 
21-25; Claims 8-10) . D2 describes a peptide 
sequence present in the various domains of annexin V 
as well as in other proteins having a calcium- 
dependent affinity for phospholipids. D2 suggests 
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that this sequence contains a calcium site and is 
responsible for phospholipid binding (page 18^ line 
15 to page 19, line 3) . 

The human annexin V of D2 corresponds to the annexin 
having SEQ ID NO. : 2 of Figure 6B of the present 
application. It follows that the annexin V 
described in D2 corresponds to a chemical structure, 
as defined in Claims 11, 19 and 20. Annexin V 
consists of domains Dl to D5, each of which is known 
for its ability to bind to membrane phospholipids 
and to calcium. Annexin V therefore also 
corresponds to a chemical assembly, as defined in 
Claims 23 and 24. 

As a result. Claims 17 and 19-33 are not novel over 
D2 . 

D3 describes human annexins, including annexin I 
(lipocortin I) and annexin V (PAP-I), the labelling 
of said annexins using a fluorescent molecule, a 
paramagnetic compound or a radioisotope, and the use 
thereof to distinguish between phosphat idylser ine 
and phosphatidylcholine (the abstract: column 2, 
lines 6-18 and 55-59) . D3 also mentions an assay 
and detection kit containing said labelled annexins 
that are capable of distinguishing between 
phosphat idylserine and phosphatidylcholine. Said 
kit can be used, in particular, for detecting 
microvesicles in blood (column 2, lines 50-55; 
column 6, lines 43-59; Claim 27) . 

As a result, Claims 17, 19-24 and 31-39 are not 
novel over D3 . 
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It follows that Claims 17 and 19-39 do not fulfil 
the requirements of PCT Article 33(2). 

3. The subject matter of Claims 13-16 differs from that 
of D2 in that, in D2 , the region of the annexin 
molecule having a calcium site and affinity for a 
phospholipid is merely suggested. Since the region 
of the annexins having a calcium site and affinity 
for a phospholipid is suggested in D2 , a person 
skilled in the art would not have to exercise any 
inventive skill in order to verify the involvement 
of said region in phospholipid binding or the 
presence of a calcium site. By simply using 
knowledge and techniques known in the prior art such 
as, for example, the point mutation of amino acids, 
it is possible to identify the amino acids that bind 
to a phospholipid as well as those present at the 
calcium site. A person skilled in the art would 
therefore not have to exercise any inventive skill 
in order to arrive at the subject matter of Claims 
13-16. Said claims are not inventive. 

The subject matter of Claims 1-12 and 18 differs 
from D2 in that the chemical structure claimed is 
cyclic. The cyclisation of peptides having an 
active site in order to impart greater stability 
thereto is well known to a person skilled in the art 
and routinely practiced. A person skilled in the 
art would therefore not have to exercise any 
inventive skill in order to arrive also at the 
subject matter of Claims 1-12 and 18. It follows 
that these claims are not inventive. 

Claims 1-16 and 18 therefore do not fulfil the 
requirements of PCT Article 33(3). 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



A typing error has rendered Claim 22 dependent on 
Claim 22 rather than on Claim 21. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fulh 
supported by the description, are made: 

1 . In Claims 1 and 2 , the expression at least one ..." 
does not clearly define the scope of protection 
sought (PCT Article 6) . 

2. Constructions (II) and (III) in Claim 1 lack clarity 
due to the fact that the spaces between and W^, 
and and U^, as well as the dotted line between 
and in construction (III), are not defined (PCT 
Article 6 ) . 

3. The subject matter of Claims 1, 2 and 18 is not 
supported by the description. Indeed, the 
description contains only statements (page 5, line 
31 to page 8, line 17; page 9, line 9 to page 12, 
line 25; page 17, lines 7-21) and provides no 
technical basis with respect to cyclic chemical 
structures, such as those corresponding to 
constructions (I), (II), (III), (IV), (V), (VI) and 
(VIII). The present application describes linear 
structures but no circular structures of the kind 
disclosed in Claims 1, 2 and 18 have been produced. 
In this context, it should be noted that the subject 
matter for which protection is sought should reflect 
the real state of the technical contribution of the 
application. Moreover, the present application 

ma kes no reference to the spacing between the 
binding chemical functions, LI to L6, As a result. 
Claims 1, 2 and 18 are not supported by the 
description (PCT Article 6 - support; see also the 
PCT Guidelines C-III, 6.3). 
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VIII. Certain observations on the international application 



4 . 



Claim 17 is unclear owing to the formulation ''it 



includes at least one portion ../' . Indeed^ this 
vague and unclear formulation does not refer to any 
technical features and, as such, is open to 
interpretation. Said formulation does not make it 
possible to define clearly the scope of protection 
sought (PCT Article 6) . 
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. es ae nuC^tiaes ou .acides a.ln.s div.g.ees dans la de.ande Internationale „e cas echeant) 
r:re=^hrhere7nVt^"re\"t?^r«ettre1:rirbase du listage des sequences : 
n contenu dans la derrande Internationale, sous forrt^eecnte. 

° Zsl avec ,a derttande mternationale, sous torrr^e dechittra.e par ordinateur. 
remis ulterieurerrient a l administration. sous forrrte ecrite. 

.e™s u,terieure.ent a . administration, sous torrr^e ^^^^^^^'^^^J^^ ^^^ ,,,,,,,ement ne .as pas au-de,a de la 
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LCal may each have at least a negatively charged 
acceptor of a hydrogen bond. 

According to the invention, in the structure of 
construction (I), (II), (II), IV), (V) or (VI), RLl, 
RL2, RL3 and RL6 may be independently selected from 
Arg, Lys, Orn; RL4 may be independently selected from 
Asp or Glu; and RL5 may be independently selected from 
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Ser, Thr, Asp or Glu, whereby the side chains of these 
amino acids have chemical functions for binding to the 
phospholipids LI to L6, respectively- 

According to the invention, in the structure of 
5 construction (IV), (V) or (VI), a or a ' , b or b ' , c, d, 
e, f, g, h, i, j, k may be peptides consisting of 
natural or non-natural amino acids, and RLl to RL6 may 
be amino acids selected from a set comprising Lys, Arg, 
Orn, Ser, Thr, Asp and Glu, or analogs of the latter, 
10 LI to L6 and LCal to LCa5 may be the charge-bearing 
functions of the side chains of said amino acids, and 
RCal to RCa5 may be natural or non-natural amino acids. 

According to the invention, in the structure of 
constructions (IV), (V) or (VI), the carbon atoms RLl 
15 to RL6 and RCal to RCa2 may be positioned in the space 
formed by a, b, c, d, e, f g, h, i, j and k so that the 
chemical binding functions Ll to L6 respectively and 
the positive charges of the calcium atom when the 
latter is bound to the bond functions LCal to LCa5 , are 
20 directly accessible to the phospholipid. 

According to the invention, in the structure of 
construction (1), (II), (II), (IV), (V) or (VI), at 
least a portion of the platform may be a portion of a 
domain of the annexin or of a modified domain of the 
25 annexin, comprising at least one of said residual 
ligands RLl to RL6, having said functions Ll to L6 for 
binding to the phospholipid respectively. 

According to the invention, in the structure of 
construction (I), (II), (HI)/ (IV), (V), or (VI), the 
30 platform may be a portion of a domain of the annexin or 
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CLAIMS 

1 . A chemical structure with an affinity for a 
phospholipid, characterized in that it comprises at 
least a chemical platform U, V, W, X, Y including six 
residues RLl, RL2 , RL3 , RL4 , RL5, RL6 supporting a set 
5 of chemical functions which may bind to said 
phospholipid, called, Ll, L2, L3, L4 , L5, L6 
respectively, wherein these chemical functions L define 
at least partly the affinity of said structure for said 
phospholipid, said structure having one of the 
10 following constructions (I), (II) and (III): 

DESSINS X 3 

wherein U, U^ V, W, W^ X, Y, Z are 

15 independently a natural or non-natural amino-acid, a 
peptide consisting of natural or non-natural amino- 
acids, a carbon chain, or carbon cyclic group(s), 

wherein RLl to RL6 are selected from molecules 
having the binding chemical functions Ll to L6, 
20 respectively, wherein said chemical functions comprise 
either at least a positive charge, donor of a hydrogen 
bond, or at least a negative charge, acceptor of a 
hydrogen bond, and 

wherein U, U', u', V, W, w\ W^ X, Y, Z are such 
25 that RL6 and RLl are distant from 0.65 to 0-95 nm, L6 
and Ll are distant from 0.65 to 0.9 nm, RLl and RL2 are 
distant from 0.45 to 0.65 nm, Ll and L2 are distant 
from 0.4 to 0.55 nm, RL2 and RL3 are distant from 0.5 
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to 1.05 nm, L2 and L3 are distant from 0.4 to 0.6 nm, 
RL3 and RL4 are distant from 0.5 to 0.8 nm, L3 and L4 
are distant from 0.35 to 0.5 nm, RL4 and RL5 are 
distant from 0.45 to 0.75 nm, and L4 and L5 are distant 
5 from 0.4 to 0.55 nm, RL5 and RL6 are distant from 0.4 
to 1.2 nm, L5 and L6 are distant from 0.4 to 0.6 nm. 

2. The chemical structure with an affinity for a 
phospholipid, characterized in that it comprises at 

10 least a chemical platform a, a', b, b', c, d, e, f, g, 
h, i, j, k, 1 including 11 residues, LRl, LR2 , LR3, 
LR4, LR5, RL6, RCal, RCa2 , RCa3 , RCa4 and RCa5 
supporting a set of chemical functions which may bind 
to said phospholipid called Ll, L2 , L3, L4, L5, L6, 

15 respectively, and a set of chemical functions binding 
to a calcium atom called LCal, LCa2 , LCa3 , LCa4, LCa5, 
respectively, wherein these chemical functions RLl to 
RCa5 define at least partly the affinity of said 
structure for said phospholipid, said structure having 

20 one of the following constructions (IV), (V) and (VI): 

DESSINS X 3 

wherein a, a', b, b', c, d, e, f, g, h, i, j, k, 
25 1, are independently a natural or non-natural amino 
acid, a peptide consisting of natural or non-natural 
amino acids, a carbon chain, or carbon cyclic group(s), 

wherein RLl to RL6 and RCal to RCa5 are selected 
from molecules having chemical binding functions Ll to 
30 L6 and LCal to LCa5, respectively, wherein said 
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chemical functions LI to L6 comprise either at least a 
positively charged donor of a hydrogen bond, or at 
least a negatively charged acceptor of a hydrogen bond, 
said chemical functions LCal to LCa5 comprising an 

5 oxygen atom, and 

wherein a in the structures of construction (IV) 
and (V) is such that RL6 and RCa5 are distant from 0 
to 0.35 nm and such that L6 and LCa5 are distant from 0 
to 0.3 nm, b in the structures of construction (IV) and 

10 (V) is such that RCaS and RCa4 are distant from 0 
to 0.35 nm and such that LCa5 and LCa4 are distant 
from 0.2 to 0.3 nm, b' in the structure of construction 
(VI) is such that RL6 and RCa4 are distant from 0 
to 0.35 nm and such that L6 and LCa4 are distant from 0 

15 to 0.35 nm, c and d are such that RCa4 and RCa3 are 
distant from 0.5 to 0.9 nm, LCa4 and LCa3 are distant 
from 0.2 to 0.4 nm, RCa3 and RCa2 are distant from 0.35 
to 0.6 nm, and LCa3 and LCa2 are distant from 0.22 
to 0.3 nm, e, f, g, in the structures of construction 

20 (IV), (V), (VI) are such that RLl and RL2 are distant 
from 0.45 to 0.65 nm, RCal to RCa2 are distant from 0.4 
to 0.55 nm, LI and L2 are distant from 0.4 to 0.55 nm 
and LCal and LCa2 are distant from 0.3 to 0.4 nm, h, i, 
j and k are such that RL2 and RL3 are distant from 0.5 

25 to 1.05 nm, L2 and L3 are distant from 0.4 to 0.6 nm, 
RL3 and RL4 are distant from 0.5 to 0.8 nm, L3 and L4 
are distant from 0.35 to 0.5 nm, RL4 and RL5 are 
distant from 0.45 to 0.75 nm, L4 and L5 are distant 
from 0.4 to 0.55 nm, RL5 and RL6 are distant from 0.4 

30 to 1.2 nm, and L5 and L6 are distant from 0.4 
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to 0.6 nm, a' in the structure of construction (VI) is 
such that RL5 and RL6 are distant from 0.4 to 1.2 nm 
and such that L5 and L6 are distant from 0.4 to 0.6 nm, 
and b' in the structure of construction (VI) is such 
5 that RL6 and RCa4 are distant from 0 to 0.3 5 nm and 
such that L6 and LCa4 are distant from 0 to 0.35 nm, 
wherein the structure may either be closed or open at a 
and/or at h. 

10 3. The chemical structure according to claim 1, 

wherein LI, L2 , L3 and L6 each have at least a 
positively charged donor of a hydrogen bond, and L4 and 
L5 each have at least a negatively charged acceptor of 
a hydrogen bond . 

15 

4. The chemical structure according to claim 2, 
wherein LI, L2 , L3 and L6 each have at least a 
positively charged donor of a hydrogen bond, and L4 , 
L5, LCa5, LCa4, LCa3, LCa2 and LCal each have at least 

20 a negatively charged acceptor of a hydrogen bond. 

5. The chemical structure according to claim 1, 
wherein U, V, W, X, Y and Z are peptides consisting of 
natural and non-natural amino acids, and RLl to RL6 are 

25 amino acids selected from a set comprising Lys, Arg, 
Orn, Ser, Thr, Asp and Glu, or analogs of the latter, 
Ll to L6 are the charge-bearing functions of the side 
chains of said amino acids. 

30 6. The chemical structure according to claim 1 



B13117.3 EE 



42 



or 2, wherein RLl, RL2 , RL3 and RL6 are independently 
selected from Arg, Lys , Orn, 

wherein RL4 is independently selected from Asp or 

Glu, and 

5 wherein RL5 is independently selected from Ser, 

Thr, Asp or Glu, wherein the side chains of these amino 
acids have chemical functions for binding to the 
phospholipids Ll to L6 , respectively. 

10 7. The chemical structure according to claim 3 

or 4, wherein RLl to RL6 are positioned in the space 
formed by U, V, W, X, Y and Z so that the chemical 
binding functions Ll to L6 are directly accessible to 
the negatively charged phospholipid, from their side 

15 chains respectively. 

8. The chemical structure according to claim 1, 
further comprising a calcium site where the calcium ion 
complexed by this site is one of the ligands of the 

2 0 phospholipid. 

9. The chemical structure according to claim 2, 
wherein a or a ' , b or b', c, d, e, f, g, h, i, j, k are 
peptides consisting of natural or non-natural amino 

25 acids, and RLl to RL6 are amino acids selected from a 
set comprising Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, Asp and Glu, or 
analogs of the latter, Ll to L6 and LCal to LCa5 are 
the charge-bearing functions of the side chains of said 
amino acids, and RCal to RCa5 are natural or non- 
30 natural amino acids. 
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10. The chemical structure according to claim 8, 
wherein RLl to RL6 and RCal to RCa2 are positioned in 
the space formed by a, b, c, d, e, f g, h, i, j and k 
so that the chemical binding functions LI to L6 
respectively and the positive charges of the calcium 
atom when it is bound to the binding functions LCal to 
LCa5, are directly accessible to the phospholipid. 

11. The chemical structure according to any of the 
preceding claims, wherein at least a portion of the 
platform is a portion of a domain of the annexin or of 
a modified domain of the annexin, comprising at least 
one of said residual ligands, RLl to RL6, having said 
functions LI to L6 for binding to the phospholipid 
respectively . 

12. The chemical structure according to any of 
claims 1 to 10, wherein the platform is a portion of a 
domain of the annexin or of a modified domain of the 
annexin, comprising at least said residual ligands, RLl 
to RL6, having said functions LI to L6 for binding to 
the phospholipid respectively. 

13. The chemical structure according to claim 12, 
wherein the annexin domain is selected from the 
domain 1 of annexin V shown in Fig. 6b, domain 2 of 
annexin I shown in Fig. 6a, domain 2 of annexin III 
shown in Fig. 6c and domain 1 and 2 of annexin IV shown 
in Fig. 6d. 
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14. The chemical structure according to claim 13, 
wherein the residual ligands RLl to RL6 respectively 
are either the residues Arg25, Lys29, Arg63, Asp68, 
Ser71 and Glu72 of domain 1 of annexin V shown in 
Fig. 6b or residues Argl24, Lysl28, Argl62, Aspl67, 
Serl70 and Aspl71 of domain 2 of annexin I shown in 
Fig. 6a, or residues LyslOO, Lysl04, Lysl38, Aspl43, 
Serl46 and Glul47 of domain 2 of annexin III shown in 
Fig. 6c, or residues Arg97, LyslOl, Argl35, Aspl40, 
Serl43 and Aspl44 of domain 2 of annexin IV shown in 
Fig. 6d, or residues Arg24, Lys28, Arg62, Asp67, Ser70 
and Glu71 of domain 1 of annexin IV shown in Fig. 6d. 



15. A chemical structure with an affinity for a 
phospholipid, characterized in that it comprises a 
molecule with the following formula (VII): 



RL1-N^-RL2-M-RL3-N^-RL4-N^-RL5-RL6 

(VII) 



wherein to each independently represent 1 

to 4, independently selected, natural or non-natural, 
amino acids and wherein M is a peptide consisting of 1 
to 100 natural or non-natural amino acids; 

wherein RLl, RL2 , RL3 and RL6 are independently 
selected from Lys, Arg or Orn; RL4 is independently 
selected from Asp or Glu; and RL5 is independently 
selected from Ser, Thr, Asp, or Glu, wherein said 
structure is linear or cyclic. 
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16. The chemical structure according to claim 15, 
wherein represents three amino acids, represents 
four amino acids, and represents two amino acids. 

5 

17. The chemical structure according to claim 15 
or 16, wherein M is a peptide consisting of 33 natural 
or non-natural amino acids. 

10 18. The chemical structure according to claim 15, 

wherein the structure of formula (VII) is a peptide 
sequence selected from the peptide sequence from Argl24 
to SerlVl in the ID No.l sequence shown in Fig. 6a, the 
peptide sequence from Arg25 to Glu72 in the ID No. 2 

15 sequence shown in Fig. 6b, the peptide sequence from 
LyslOO to Glul47 in the ID No. 3 sequence shown in 
Fig. 6c, the sequence from Arg24 to Glu71 in the 
ID No. 4 sequence shown in Fig. 6d, the sequence from 
Arg97 to Aspl44 in ID No. 5 sequence shown in Fig. 6, or 

20 a modified sequence of these sequences provided that 
RLl, RL2 , RL3 and RL6 are independently selected from 
Lys, Arg, or Orn, RL4 is independently selected from 
Asp or Glu, and RL5 is independently selected from Ser, 
Thr, Asp or Glu. 

25 

19. A chemical structure with an affinity for a 
phospholipid, characterized in that it comprises at 
least a portion of a peptide sequence selected from 
ID No.l sequence shown in Fig. 6a, ID No. 2 sequence 
30 shown in Fig. 6b, ID No. 3 sequence shown in Fig. 6c, 
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and ID No ,4 and No. 5 sequences shown in Fig. 6d or a 
modified sequence of the latter. 

20. A chemical structure with an affinity for a 
5 negatively charged phospholipid, characterized in that 

it comprises a cyclic peptide sequence of the following 
formula (VIII): 

Gly-RL1-Phe-RL2-P'-Gly-Tyr-P'-RL3-P'-RL4-Q'-RL5-Trp-RL6 

10 

wherein RLl and RL6 are independently selected 
from Lys, Orn and Arg; RL2 and RL3 are Arg; RL4 and RL5 
are independently selected from Asp and Glu; 

wherein P^, P^ and P^ are independently selected 
15 from Ser and Thr; wherein is selected from Gly and 
Met. 

21. The chemical structure according to any of 
claims 15 to 19, further comprising a calcium site 

20 where the calcium ion is complexed by this site forms 
one of the ligands of the negatively charged 
phospholipid . 

22. The chemical structure according to any of the 
25 preceding claims, said structures having an affinity 

for a phospholipid selected from a phosphatidylserine , 
a phosphatidylethanolamine, a phosphatidylinositol , a 
phosphatidic acid, and a cardiolipid. 

30 23. A chemical assembly having an affinity for a 
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phospholipid, characterized in that it comprises at 
least two identical or different chemical structures 
defined in claims 1 to 22, said structures being bound. 

5 24. A chemical assembly according to claim 23, 

wherein at least one of the chemical structures is one 
of the chemical structures defined in claims 15 to 22. 

25 . A method for producing a chemical structure as 
10 defined in any of the preceding claims 11 to 22, 

characterized in that it comprises steps consisting of 
preparing a cDNA comprising a coding sequence of bases 
for said chemical structure, inserting the cDNA in an 
appropriate expression vector, transforming an 
15 appropriate host cell for replicating the plasmid and 
producing said structure by translation of said cDNA. 

26. The method according to claim 25, wherein the 
vector is a plasmid. 

20 

27. The method according to claim 25, wherein the 
vector is a pGEX-2T vector. 

28. The method according to claim 25, 26 or 27 
25 wherein the appropriate host cell is E, Coli. 

29. A use of a chemical structure as defined in 
claims 1 to 22 for preparing a drug. 

30 30. A use of a chemical assembly as defined in 
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claims 23 or 24 for preparing a drug. 

31. The use according to claim 29 or 30, wherein 
the drug is selected from a drug for treating a 
5 thrombosis, a drug for treating a tumor, a drug with an 
anti-inflammatory action . 

32. A use of a structure as defined in claims 1 
to 21 for producing a material for covering 
10 thrombogenic biomaterial. 

33. A labelling compound characterized in that it 
comprises a structure as defined in claims 1 to 22 
coupled with a labelling molecule. 

15 

34. A labelling compound characterized in that it 
comprises an assembly as defined in claim 23 or 24 
coupled with a labelling molecule. 

20 35. The compound according to claim 33 or 34, 

wherein the labelling molecule is selected from a 
fluorescent molecule, the avidin-biotin complex, a 
radioelement , and a paramagnetic compound. 

25 36. A diagnose kit comprising a compound according 

to any of claims 33 to 35 . 

37. The diagnose kit according to claim 36, 
further comprising an adequate reagent enabling said 
30 labelling molecule to be detected. 
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38. A kit for analyzing and detecting negative 
charges at the surface of cells, characterized in that 
it comprises a structure according to any of claims 1 
to 22, coupled with a tracer. 

39. A kit for analyzing and detecting negative 
charges at the surface of cells, characterized in that 
it comprises an assembly according to any of claims 2 3 
or 24, coupled with a tracer. 



40. A kit for analyzing and detecting 
microvesicles in blood at the surface of cells, 
characterized in that it comprises a structure 
according to any of claims 1 to 22, coupled with a 
tracer . 



41. A kit for analyzing and detecting 
microvesicles in blood at the surface of cells, 
characterized in that it comprises an assembly 
according to any of claims 1 to 22, coupled with a 
tracer . 
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to provide stiffness compatible with the affinity 

towards the phospholipid. 

The measured distances when RLs and RCas are amino 
acids, may be measured between the a carbon atoms of 
these amino acids in the aforementioned structures (I) 
to (VI). 

These structures may be synthesized by 
conventional synthesis methods of organic chemistry and 
of protein chemistry, by genetic recombination, by 
genetic engineering, etc. 

Examples of such structures are notably given in 
" Discovery of Sequence-Selective Peptide Binding by 
Synthetic Receptors Using Encoded Combinatorial 
Libraries", W.C. Still, Acc . Chem. Res., 1996, 29, 155- 
163 and in "Toward Synthetic Adrenaline Receptors: 
Strong, Selective and Biomimetic Recognition of 
Biologically Active Amino Alcohols by Bisphosphonate 
Receptors Molecules", T. Shrader, J. Org. Chem., 1998, 
63, 264-272. 

According to the invention, in the structure of 
construction (IV), (V) or (VI), LI, L2 , L3 and L6 may 
each have at least a positively charged donor of a 
hydrogen bond, and L4 , L5, LCa5, LCa4 , LCa3, LCa2 and 
LCal may each have at least a negatively charged 
acceptor of a hydrogen bond. 

According to the invention, in the structure of 
construction (I), (II), (II), IV), (V) or (VI), RLl, 
RL2, RL3 and RL6 may be independently selected from 
Arg, Lys, Orn; RL4 may be independently selected from 
Asp or Glu; and RLS may be independently selected from 
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Ser, Thr, Asp or Glu, whereby the side chains of these 

amino acids have chemical functions for binding to the 
phospholipids LI to L6, respectively. 

According to the invention, in the structure of 
5 construction (IV), (V) or (VI), a or a ' , b or b', c, d, 
e, f, g, h, i, j, k may be peptides consisting of 
natural or non-natural amino acids, and RLl to RL6 may 
be amino acids selected from a set comprising Lys, Arg, 
Orn, Ser, Thr, Asp and Glu, or analogs of the latter, 

10 LI to L6 and LCal to LCa5 may be the charge-bearing 
functions of the side chains of said amino acids, and 
RCal to RCa5 may be natural or non-natural amino acids. 

According to the invention, in the structure of 
constructions (IV), (V) or (VI), the carbon atoms RLl 

15 to RL6 and RCal to RCa2 may be positioned in the space 
formed by a, b, c, d, e, f g, h, i, j and k so that the 
chemical binding functions Ll to L6 respectively and 
the positive charges of the calcium atom when the 
latter is bound to the bond functions LCal to LCa5 , are 

20 directly accessible to the phospholipid. 

According to the invention, in the structure of 
construction (I), (II), (II), (IV), (V) or (VI), at 
least a portion of the platform may be a portion of a 
domain of the annexin or of a modified domain of the 

25 annexin, comprising at least one of said residual 
ligands RLl to RL6, having said functions Ll to L6 
respectively for binding to the phospholipid. 

According to the invention, in the structure of 
construction (I), (II), (HI), (IV), (V), or (VI), the 

30 platform may be a portion of a domain of the annexin or 
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CLAIMS 



1. A chemical structure with an affinity for a 
phospholipid, characterized in that it comprises at 
least a chemical platform U, V, W, X, Y including six 
residues RLl, RL2, RL3, RL4 , RL5, RL6 supporting a set 
5 of chemical functions which may bind to said 
phospholipid, called, Ll, L2 , L3, L4 , L5, L6 
respectively, wherein these chemical functions L define 
the affinity of said structure for said phospholipid, 
said structure having one of the following 
10 constructions (I), (II) and (HI): 



DESSINS X 3 



wherein U, u\ U% V, W, w\ W^ X, Y, Z are 
15 independently a natural or non-natural amino-acid, a 
peptide consisting of natural or non-natural amino- 
acids, a carbon chain, or carbon cyclic group(s), 

wherein RLl to RL6 are selected from molecules 
having the binding chemical functions Ll to L6 , 
20 respectively, wherein said chemical functions comprise 
either at least a positive charge, donor of a hydrogen 
bond, or at least a negative charge, acceptor of a 
hydrogen bond, and 

wherein U, u', U', V, W, w', X, Y, Z are such 

25 that RL6 and RLl are distant from 0.65 to 0.95 nm, L6 
and Ll are distant from 0.65 to 0.9 nm, RLl and RL2 are 
distant from 0.45 to 0.65 nm, Ll and L2 are distant 
from 0.4 to 0.55 nm, RL2 and RL3 are distant from 0.5 
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to 1.05 nm, L2 and L3 are distant from 0.4 to 0.6 nm, 

RL3 and RL4 are distant from 0.5 to 0.8 nm, L3 and L4 
are distant from 0.35 to 0.5 nm, RL4 and RL5 are 
distant from 0.45 to 0.75 nm, and L4 and L5 are distant 
5 from 0.4 to 0.55 nm, RL5 and RL6 are distant from 0.4 
to 1.2 nm, L5 and L6 are distant from 0.4 to 0.6 nm. 

2. The chemical structure with an affinity for a 
phospholipid, characterized in that it comprises at 

10 least a chemical platform a, a', b, b' , c, d, e, f, g, 
h, i, j, 1 including 11 residues, LRl , LR2 , LR3 , 

LR4, LR5, RL6, RCal, RCa2 , RCa3, RCa4 and RCa5 
supporting a set of chemical functions which may bind 
to said phospholipid called Ll, L2, L3 , L4 , L5 , L6, 

15 respectively, and a set of chemical functions binding 
to a calcium atom called LCal, LCa2 , LCa3, LCa4, LCa5, 
respectively, wherein these chemical functions RLl to 
RCa5 define the affinity of said structure for said 
phospholipid, said structure having one of the 

20 following constructions (IV), (V) and (VI): 

DESSINS X 3 

wherein a, a', b, b', c, d, e, f, g, h, i, j, k, 
25 1, are independently a natural or non-natural amino 
acid, a peptide consisting of natural or non-natural 
amino acids, a carbon chain, or carbon cyclic group(s), 

wherein RLl to RL6 and RCal to RCa5 are selected 
from molecules having chemical binding functions Ll to 
30 L6 and LCal to LCa5, respectively, wherein said 
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chemical functions Ll to L6 comprise either at least a 

positively charged donor of a hydrogen bond, or at 
least a negatively charged acceptor of a hydrogen bond, 
said chemical functions LCal to LCa5 comprising an 

oxygen atom, and 

wherein a in the structures of construction (IV) 
and (V) is such that RL6 and RCa5 are distant from 0 
to 0-35 nm and such that L6 and LCa5 are distant from 0 
to 0.3 nm, b in the structures of construction (IV) and 

(V) is such that RCaS and RCa4 are distant from 0 
to 0-35 nm and such that LCa5 and LCa4 are distant 
from 0,2 to 0.3 nm, b' in the structure of construction 

(VI) is such that RL6 and RCa4 are distant from 0 
to 0.35 nm and such that L6 and LCa4 are distant from 0 
to 0.35 nm, c and d are such that RCa4 and RCa3 are 
distant from 0.5 to 0.9 nm, LCa4 and LCa3 are distant 
from 0.2 to 0.4 nm, RCa3 and RCa2 are distant from 0.35 
to 0.6 nm, and LCa3 and LCa2 are distant from 0.22 
to 0.3 nm, e, f, g, in the structures of construction 
(IV), (V), (VI) are such that RLl and RL2 are distant 
from 0.45 to 0.65 nm, RCal to RCa2 are distant from 0.4 
to 0.55 nm, Ll and L2 are distant from 0.4 to 0.55 nm 
and LCal and LCa2 are distant from 0.3 to 0.4 nm, h, i, 
j and k are such that RL2 and RL3 are distant from 0.5 
to 1.05 nm, L2 and L3 are distant from 0.4 to 0.6 nm, 
RL3 and RL4 are distant from 0.5 to 0.8 nm, L3 and L4 
are distant from 0.35 to 0.5 nm, RL4 and RL5 are 
distant from 0.45 to 0.75 nm, L4 and L5 are distant 
from 0.4 to 0.55 nm, RL5 and RL6 are distant from 0.4 
to 1.2 nm, and L5 and L6 are distant from 0.4 
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to 0.6 nm, a' in the structure of construction (VI) is 

such that RL5 and RL6 are distant from 0.4 to 1.2 nm 
and such that L5 and L6 are distant from 0.4 to 0.6 nm, 
and in the structure of construction (VI) is such 

5 that RL6 and RCa4 are distant from 0 to 0.35 nm and 
such that L6 and LCa4 are distant from 0 to 0.35 nm, 
wherein the structure may either be closed or open at a 
and/or at h. 

10 3. The chemical structure according to claim 1, 

wherein Ll, L2 , L3 and L6 each have at least a 
positively charged donor of a hydrogen bond, and L4 and 
L5 each have at least a negatively charged acceptor of 
a hydrogen bond. 

15 

4. The chemical structure according to claim 1, 
wherein U, V, W, X, Y and Z are peptides consisting of 
natural and non-natural amino acids, and RLl to RL6 are 
amino acids selected from a set comprising Lys, Arg, 

20 Orn, Ser, Thr, Asp and Glu, or analogs of the latter, 
Ll to L6 are the charge-bearing functions of the side 
chains of said amino acids. 

5. The chemical structure according to claim 1, 

25 wherein RLl, RL2 , RL3 and RL6 are independently 

selected from Arg, Lys, Orn, 

wherein RL4 is independently selected from Asp or 

Glu, and 

wherein RL5 is independently selected from Ser, 
30 Thr, Asp or Glu, wherein the side chains of these amino 
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acids have chemical functions for binding to the 

phospholipids LI to L6, respectively. 

6. The chemical structure according to claim 3, 
wherein the chemical binding functions LI to L6 are 
directly accessible to the negatively charged 
phospholipid. 

7. The chemical structure according to claim 1, 
further comprising a calcium site where the calcium ion 
complexed by this site is one of the ligands of the 
phospholipid. 

8. The chemical structure according to claim 2, 
wherein a or a', borb', c, d, e, f, g, h, i, j, k are 
peptides consisting of natural or non-natural amino 
acids, and RLl to RL6 are amino acids selected from a 
set comprising Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, Asp and Glu, or 
analogs of the latter, LI to L6 and LCal to LCa5 are 
the charge-bearing functions of the side chains of said 
amino acids, and RCal to RCa5 are natural or non- 
natural amino acids. 

9. The chemical structure according to claim 8, 
wherein the chemical binding functions LI to L6 and the 
positive charges of the calcium atom when it is bound 
to the binding functions LCal to LCa5, are directly 
accessible to the phospholipid. 

10. The chemical structure according to any of 
claims 1 to 9 , wherein the platform is a portion of a 
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domain of the annexin or of a modified domain of the 

annexin, comprising at least said residual ligands, RLl 
to RL6, having said functions Ll to L6 for binding to 
the phospholipid respectively. 

5 

11. The chemical structure according to claim 10, 
wherein the annexin domain is selected from the 
domain 1 of annexin V shown in Fig. 6b, domain 2 of 
annexin I shown in Fig. 6a, domain 2 of annexin III 
10 shown in Fig. 6c and domain 1 and 2 of annexin IV shown 
in Fig. 6d. 



12. The chemical structure according to claim 11, 
wherein the residual ligands RLl to RL6 respectively 
are either the residues Arg25, Lys29, Arg63, Asp68, 
SerVl and Glu72 of domain 1 of annexin V shown in 
Fig. 6b or residues Argl24, Lysl28, Argl62, Aspl67, 
SerlVO and Aspl71 of domain 2 of annexin I shown in 
Fig. 6a, or residues LyslOO, Lysl04, Lysl38, Aspl43, 
Serl46 and Glul47 of domain 2 of annexin III shown in 
Fig. 6c, or residues Arg97, LyslOl, Argl35, Aspl40, 
Serl43 and Aspl44 of domain 2 of annexin IV shown in 
Fig. 6d, or residues Arg24, Lys28, Arg62, Asp67, Ser70 
and Glu71 of domain 1 of annexin IV shown in Fig. 6d. 



15 



20 



25 



13. A chemical structure with an affinity for a 
phospholipid, characterized in that it comprises a 
molecule with the following formula (VII): 



30 rl1-N'-RL2-M-RL3-N^-RL4-N'-RL5-RL6 
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(VII) 

wherein to each independently represent 1 

to 4, independently selected, natural or non-natural, 
amino acids and wherein M is a peptide consisting of 1 
to 100 natural or non-natural amino acids 

wherein RLl, RL2 , RL3 and RL6 are independently 
selected from Lys, Arg or Orn; RL4 is independently 
selected from Asp or Glu; and RL5 is independently 
selected from Ser, Thr, Asp, or Glu, wherein said 
structure is linear or cyclic. 
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I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 1 7).) : 

Description, pages: 

1-12,1 5-40 version initiale 

13,14 re9ue(s) avec telecople du 27/1 1/2000 
Revendications, N^: 

1 -39 regue(s) avec teiecopie du 27/1 1/2000 
Dessins, feuilles: 

1/10-10/10 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee. sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale {se\on la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordlnateur. 

□ remis utterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-Vlll, feuille 1) ijumx 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR99/02329 



4. Les modifications ont entraine Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comma allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactlvlte inventive et la posslbilite 
d'appllcation Industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-16,18 

Non : Revendications 17, 19-39 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-39 

Possibilite d'appllcation industrielle Oui : Revendications 1-39 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, Tactivite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: J. Mol. Biol. 

Vol. 279, pages 11 63-1 1 75, 1 998 
D2: WO 92/19279 
D3: US-A-5 627 036 

2. D1 mentionne differents domaines de I'annexlne I humaine, notamment les 
domaines D1 et D2, et leur expression individuelle dans E. coli. D1 decrit les 
procedes d'expression, d'isolation et de purification du domaine D2, ainsi que, 
notamment, des experiences de RMN apres marquage radioactif du domaine D2 
et solubilisation dans une solution de micelles (resume; page 1 165, colonne 1; 
page 1 168, colonne 2, paragraphe 3; page 1 172, colonne 2, dernier paragraphe a 
page 1 173, colonne 2, dernier paragraphe). 

L'annexine I humaine mentionnee dans D1 correspond a I'annexine I humaine de 
SEQ ID No:1 de la figure 6A de la presente application. Bien que D1 ne 
mentionne pas que la structure chimique qu'il decrit possede une affinite pour un 
phospholipide, au vu de D1 I'objet des revendications 17, 19, 20, 23-26, 31 et 33 
n'est pas nouveau. En effet, I'elucidation de proprietes nouvelles (par exemple, 
I'affinite pour un phospholipide) d'un produit connu ne permet pas de restaurer la 
nouveaute de ce produit. Par consequent, au vu de D1 , les revendications 17, 19, 
20, 23-26, 31 et 33 ne sont pas nouvelles. 

D2 mentionne la propriete des annexines de se lier aux phospholipides charges 
negativement de maniere calcio-dependante. D1 decrit notamment l'annexine V 
humaine, qui montre une tres forte affinite en presence de calcium pour les 
phospholipides tels phosphatidylserine (PS), phosphatidylcholine (PC), acide 
phosphatidique (page 7, ligne 17 a page 8, ligne 15; page 15, ligne 21; page 17, 
lignes 9-14). D2 decrit la production de l'annexine V par clonage de son cDNA 
dans un vecteur d'expression (page 17, lignes 23 a page 18, ligne 7). D2 
mentionne I'utiiisation de l'annexine V pour cibler une thrombose in vivo, ainsi que 
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le marquage radioactif ou fluorescent de I'annexine (page 21 , lignes 7-17; page 
15, lignes 22-27). D2 decrit une structure chimique connprenant une annexine V 
ayant une affinite pour des phopholipides conjuguee a un agent thrombolytic. 
Cette structure est obtenue par clonage et expression dans E. coll (page 1 , lignes 
7-9; page 10, lignes 15-20; page 21, lignes 20-25; exennples II et III; 
revendications 1-3; revendication 31). D2 nnentionne egalement I'utillsation de 
cette structure chimique dans des compositions therapeutiques et selon des 
methodes therapeutiques pour le traitement de maladies resultant d'une 
thrombose (page 10, lignes 21-25; revendications 8-10). D2 decrit une sequence 
peptidique presente dans les differents domaines de I'annexine V ainsi que dans 
d'autres proteines ayant une affinite pour les phospholipides de maniere calcio- 
dependante. D2 suggere que cette sequence contient un site calcium et est 
responsable de la liaison aux phospholipides (page 18, ligne 15 a page 19, ligne 
3). 

L'annexine V humaine de D2 correspond a I'annexine de SEQ ID No:2 de la figure 
6B de la presente application. Par consequent, I'annexine V decrite dans D2 
correspond a une structure chimique telle que definie dans la revendications 17, 
19 et 20. L'annexine V est constituee des domaines D1 a D5, qui possedent 
chacun la capacite connue de se lier aux phospholipides membranaires et au 
calcium. L'annexine V correspond done egalement a un assemblage chimique tel 
que defini dans les revendications 23 et 24. 

Par consequent, au vu de D2, les revendications 17 et 19-33 ne sont pas 
nouvelles. 

D3 decrit des annexines humaines, dont I'annexine I (lipocortin I) et I'annexine V 
(PAP-I), leur marquage avec une molecule fluorescente, un compose 
paramagnetique ou un radio-isotope, et leur utilisation pour differencier la 
phosphatidylserine de la phosphatidylcholine (resume; colonne 2, lignes 6-18 et 
56-59). D3 mentionne egalement une trousse d'analyse et de detection 
comprenant ces annexines marquees capables de differencier la 
phosphatidylserine de la phosphatidylcholine, pouvant etre utilisee notamment 
pour la detection de microvesicules dans le sang (colonne 2, lignes 50-55; 
colonne 6, lignes 43-59, revendication 27). 

Par consequent, au vu de D3, les revendications 17, 19-24 et 31-39 ne sont pas 
nouvelles. 
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Les revendications 17 et 19-39 ne remplissent done pas les conditions de rArticle 
33(2) PCT. 

3. L'objet des revendications 13-16 se differencie de D2 en ce que, dans D2, la 

region de la molecule d'annexine possedant un site calcium et ayant une affinite 
pour un phospholipide n'est que suggeree. La region des annexines ayant une 
affinite pour un phospholipide et presentant un site calcium etant suggeree dans 
D2, I'homme du metier n'aurait besoin de ne mettre en oeuvre aucune activite 
inventive pour verifier Timpiication de cette region dans la liaison a un 
phospholipide ainsi que la presence d'un site calcium. La simple mise en oeuvre 
de connaissances et de techniques connues dans I'etat de la technique, comme 
par exemple, la mutation ponctuelle d'acides amines, permet identification des 
acides amines se liant a un phospholipide ainsi que de ceux participant au site 
calcium. L'homme du metier n'aurait done besoin de ne mettre en oeuvre aucune 
activite inventive pour arriver a l'objet des revendications 13-16. Ces 
revendications ne sont pas inventives. 

L'objet des revendications 1-12 et 18 se differencie en plus de D2, en ce que la 
structure chimique revendiquee est cyclique. La cyclisation de peptides 
presentant un site actif afin de leur conferer une stabilite superieure est 
parfaitement connue de l'homme du metier et couramment pratiquee. L'homme 
du metier n'aurait done besoin de ne mettre en oeuvre aucune activite inventive 
pour arriver egalement a Tobjet des revendications 1-12 et 18. Par consequent, 
ces revendications ne sont pas inventives. 

Les revendications 1-16 et 18 ne remplissent done pas les conditions de I'Article 
33(3) PCT. 

VII. Irreguiarites dans la demande internationale 

1 . Une erreur de frappe a rendu la revendication 22 dependante de la revendication 
22 au lieu de la revendication 21 . 

VIIL Observations relatives a la demande internationale 
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1 . Dans les revendications 1 et 2 la formulation "au moins une..." ne defini pas 
clairement I'etendue de la protection recherchee (Art. 6 PCT). 

2. Les construction (II) et (III) de la revendication 1 nnanquent totalennent de clarte du 
fait que les espaces entre et W^, et et U^ ainsi que de la ligne en pointille 
entre et presente dans la construction (III) ne sont pas definis (Art. 6 PCT). 

3. L'objet des revendications 1 , 2 et 18 n'est pas fonde sur la description. En effet, la 
description ne contient que des declarations (pages 5, ligne 31 a page 8, ligne 17; 
page 9, ligne 9 a page 12, ligne 25; page 17, lignes 7-21), mais aucune base 
technique concernant des structures chimiques cycliques, telles que celles 
correspondant aux constructions (I), (II), (III). (IV), (V), (VI) et (VIII). En effet, la 
presente application decrit des structures lineaires, mais aucune structure 
circulaire du type de celles faisant l'objet des revendications 1 , 2 et 18 n'a ete 
produite. Dans ce contexte, il est a noter que l'objet pour lequel protection est 
recherche doit refleter I'etat reel de la contribution technique de I'application. De 
plus, la presente application ne fait aucune reference aux distances entre les 
fonctions chimiques de liaison LI a L6. Par consequent, les revendications 1, 2 et 
18 ne sont pas fondees sur la description (Art. 6-fondement PCT; voir egalement 
Directives C-lll, 6.3). 

4. La revendication 17 manque de clarte de part la formulation "elle comprend au 
moins une partie...". En effet, cette formulation vague et non definie, ne se refere 
a aucune caracteristique technique et de ce fait sujette a interpretation, ne permet 
pas de definir clairement I'etendue de la protection recherchee (Art. 6 PCT). 
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structuraux pouvant coinprendre uxi iioinire de groupes 
cycliques suffisants pour assurer une rigidity 
compatible avec I'af finite au phosphol ipide . 

Les distances mesur^es lorsqnae les RL et les RCa 
5 sont des acides amines, peuvent etre mesurees eritre les 

carbones oc de ces acides amines dans les structures (I) 
a (VI) precit^es . 

Cos structures peuvent etre s^^th^tisees par les 
precedes classiques de syiithese de la chimie organique 

10 et de la chimie des procaines, par recombinaison 
g^netique, par genie genetique, etc... 

Bes examples de telles structures sont donnees 
notamment dans "Discovery of Sequence-Selective Peptide 
Binding by Synthetic Receptors Using Encoded 

15 Combinatorial Ljibraries", W.C. Still, Acc . Chem. Res., 
1996, 29. 155-163 et dans ''Toward Synthetic Adrenaline 
Receptors : Strong, Seieccive and Biomimetic 

Recognition of Biologically Active Amino Alcohols by 
Bisphosphoaate Receptors Molecules", T. Shrader, J. 

20 Org. Chem., 1998, 63, 264-272. 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (IV), (V) ou (VI), Ll, L2 , L3 et 1.6 
peuvent presentier chacune au moins une charge positive 
et donneuse de liaison hydx'ogene, et L4 , Tj5 , LCaS, 

25 LCa4, rjCa3 , ljCa2 et LCal peuvent presenter chacune au 
moins une charge negative et acceptrice de liaison 
hydrcgene . 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (1), (II), (ITI), KLl, RL2 , RL.3 et Ri.6 
3 0 peuvent etre choisis i ndependamment parmi Arg, Lys , 
Orn ; RL4 peut etre choisi independamment parmi Asp ou 
Gill ; et RL5 peut etre choisi independanunent pajnni Ser, 
Thr, Asp ou Glu, les 
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chaines iaterales de ces acides amines prt^sentant les 
fonctions chimiques de liaison au phospholipides Ll a 

L6 respect ivcment . 

Salon 1' invention, dans la structure de 
5 construction (IV), (V) cu (VI), a ou a' , b ou b' , c, d, 

h, i, ^ peuvent §tre des peptides 

constitues d* acides amines naturels ou non naturels, et 
RLl k RL5 peuvent etre des acides amines choisis dans 
un ensemble comprenant Lys , Arg, Orn, Ser. Thr, Asp et 

10 Glu, ou des analogues de ceTix-cri, RL6 peut etre Asp ou 
Glu ou des analogues de ceux-ci, Ll ct L6 et LCal k LCaS 
peuvent etre les fonctions chargees des chaines 
laterales desdits acides amines, et RCal k RCaS peuvent 
gtre des acides amines naturels ou non naturels. 

15 Selon 1' invention, dans la structure de 

construction (IV), (V) ou (VI), les carbones RLl k RL6 
et RCal a RCa2 peuvent etre disposes dans 1 ' espace 
form^ par a, b, c, d, f, g, h, i, j et k de mani^re 

a ce que les fonctions chimiques de liaisons Ll ^ L6 

2 0 respectivement et les charges positives du calcium 

lorsque ce dernier est lie aux fonctions de liaison 
LCal ^ LCaS soieat directement accessibles au 
phospholipide . 

Selon 1' invention, dans la structure de 
25 construction (I), {IT), (Hi), (IV), (V) ou (VI). au 
iTLoins une partie de la plate-forme peut ^tre une partie 
d'un domaine cie 1 ' annex ine ou d'un domaine inodifie de 
l*annexine, coinprenant au n\oins un desdits residus 
Jigands RLl a RL6 presentant lesdites fonctions Ll ^ L6 

3 0 respf^cti vement de liaison au phospholipide. 

Selon 1' invention, dans la structure de 

construction (I), (II), IHD. (W). (V) ou (VI), la 

plate-forme peuc etre une partie d'un domaine de 
I'annexine ou d'un doinaine modifie de I'annexine, 
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REVENDICATIONS 



1. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide. caracterisee en ce gu'elle est 
constituee d'au moins une plate-forme chimique U, V, W, 
X, Y, % comportant six r^sidus RLl, RL2 , RL3 , RL4 , RL5, 
RL5 supportant un ensemble de fonctions chimiques 
pouvant se lier audit phospholipide appelees LI, L.2 , 
L3 , h4 , L.5, L6 respectivement , ces fonctions chimiques 
L definissant l»af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (I); (ID et (III) suivantes : 
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m 

dans lesquelles U, U^ V, W, w\ X, Y. Z sont 

independairancnt un acide amine naturel ou non naturel, 
un peptide constitu^ d'acides amines naturels ou non 
naturel 5, urie chaine carbonee, ou un ou des groupe{s) 
cyclique(s) carbone(K), 
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dans iesguelles RLl a RL6 sont choisis parmi des 
molecules pr6sentant les fonctions chimiques de liaison 
Tal a L6 respectivement , lesdites fonctions chimiques 
comprenant soit au moins une charge positive et 
5 donneuse de liaison hydrogene, soit au moins iine charge 
negative et acceptrice de liaison hydrogene, et 
dans lesquelles U, u\ U^, V, W, X, Y et Z sont tels que 
RL>6 et RLl sont distants de 0,65 ^ 0,95 nm, L.6 et LI 
sont distants de 0,65 A 0,5 nm, RLl et RL2 sont 

10 distants de 0,45 3i 0,65 nm, Ll et L2 sont distants de 
0,4 A 0,55 nm, RIi2 et RL.3 sont distants de 0,5 ^ 
1,0 5 nm, L2 et L3 sont distants de 0,4 ^ 0,6 nm, RL3 et 
RL4 sont distants de 0,5 a 0,8 nm, L3 et L4 sont 
distants dc 0,35 a 0,5 nm, RL4 et RL5 sont distants de 

15 0,4b a 0,75 nm, L4 et L5 sont distants de 0,4 a 
0,5 5 nm, RL5 et RLG sont distants de 0,4 ^ 1,2 niu, et 
L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm . 



2 . Structure chimiq[ue ayant une af finite pour un 
2 0 phosphol ipide, caracteris^e en ce qu'elle est 
constitute d ' au moins \jme plate-forme chimique a, a*, 
t>, b', c, d, e, f, g, h, 1, j, k, 1 comportant 11 
residus RLl, RL2 , RL3 , RL4 , RL5 , RL6 , RCal, RCa2 , RCa3 , 
RCa4 et RCa5 supportant un ensemble de fonctions 
2 5 chimiques pouvant se lier audit phosphol ipide appelees 
Ll, L2 , L3, L4 , L5 , L6 respect iveiti en t , et un ensemble 
de fonctions chimiques de liaison a un atome de calcium 
appelees LCal , LCa2, LC7a3 , LCa4, LCa5 respectiveinent , 
ces fonctions chimiq^jes RLl a RCa5 definissant 
30 l*a±finitG de ladite structure pour ledit 
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phospholipide, ladite structure ayant 
constructions (IV) , (V) et (VI) suivantes : 



une 



dGS 
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5 



10 




dans lesqiaelles a, a', b, b*, c, d, f, g, h, i, j, 

k, 1 sont independaiTCTient un acide amin6 naturel ou non 
naturel, un peptide constitu^ d'acides amines naturels 
ou non naturels, une chains carbonee, ou un ou des 
groupe(s) cyclique(s) carbone(s), 

dans lesquelles RLl h RL6 et RCal A RCa5 sont clioisis 
parmi des molecules pr^sentant les fonctions chimi<?ues 
de liaison Ul k L,6 et LCal h L.Ca5 respect ivement , 
lesdites fonctions chimiques Ll a LS comprenant soit au 
moins une charge positive et donneuse de liaison 
hydrogene, soit au moins une charge negative et 
acceptrice de liaison hydrogene, lesdites fonctions 
15 chiTiiques LCal a LCa5 comprenant un atome d'oxygene, et 

dans lesquelles a dans les structures de construction 
(IV) et (V) est tcl que RL6 et RCaS sent distancs de 0 
^ 0,35 nm et tel que L6 et LCa5 sont distants de 0 a 
0,3 nm, b dans les structures de construction (IV) et 
2 0 (V) est tel que RCa5 et RCa4 sont distants de 0 a 
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0,35 nm et tel que LCaS et LCa4 sont distants de 0,2 a 
0,3 run, b' dans la structure de construction (VI) est 
tel que RL6 et RCa4 sont. distants de 0 ^ 0,35 nm et tel 
que L6 et LCa4 sont distants de 0 ^ 0,3 5 nm, c et d 
5 sont tels que RCa4 et RCa3 sont distants de 0,5 a 
0,9 nm, LCa4 et LCa3 sont distants de 0,2 a 0,4 nm, 
RCa3 et RCa2 sont distants de 0,35 i 0,6 nm,et LCa3 et 
LCa2 sont distants de 0,22 a 0,3 nm, e, f, g, dans les 
scructures de construction (IV), (V), (VI) sont teis 

10 que RLl et RL2 sont distants de 0,4 5 k 0,65 nm, RCal ^ 
RCa2 sont distants de 0,4 a 0,55 nir., LI et L2 sont 
distants de 0,4 a 0,55 nm et LCal et LCa2 sont distants 
de 0,3 a C , 4 nm, h, i , j et k sont tels que RL2 et Rtj3 
sont distants de 0,5 a 1,05 nm, L2 et L3 soni: distants 

15 de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et RL4 sont distants de 0,5 k 
0,8 nm, L3 et L4 sont distants de 0,35 k 0,5 nm, RIi4 et 
RIi5 sont distants de 0,4 5 a 0,75 nm, L4 et: L5 sont 
distants de 0,4 k 0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 
0,4 a 1,2 nm, et L5 et LS sont distants de 0,4 ^ 

20 0, 6 nm, a' dans la structure de construction (VI) est 
tel que RL5 et ?.L6 sont distants de 0^4 a 1,2 nm et tel 
que L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, ec b' dans 
1q structure de ccnstiruc tion (VI) est tel que RIi6 et 
RCa4 sont distants de 0 a 0,3 5 nm ec tel que L6 et LCa4 

25 sont distants de 0 ^ 0,35 nm, la structure pouvant etre 
soit ferm^e, soit ouverte en a et/ou en h. 



3. Structure chimique selon la revendicati an 1, 
dans laqueilc LI, L2 , L3 et L6 presentent chacun au 
30 riioins une charge positive et doni'ieuse de liaisons 
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hydrogene, et l4 et. L5 pr^sentent chacun aa moins xine 
charge negative et acceptrice de liaison hydrogerie. 

4. Structure chimique selon la revendication 1, 
dans laquelle U, V, X , Y et Z sont des peptides 
constitu^s d*acides amines naturels ou non naturels, et 
RLl ^ RIi6 sont des acides amines choisis dans un 
ensemble comprenant Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, Asp et 
Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI k L6 etant les 
fonctions charg^es des chaines latexales desdits acides 
amines . 

5. Structure chimique selon la revendicat ion 1, 
dans laquelle RLl, RL.2 , RL3 et RL6 sont choisis 
independamment parmi Arg, Lys, Orn, 

dans laquelle RL4 est choisi independamment parmi Asp 
ou Glu, et 

dans laquelle RI.5 est choisi ind^pendcimiment panni Ser, 
Thr, Asp ou Glu, les chalnes lat6rales de ces acides 
amines pr^sentant les fonccions chimiques de liaison au 
phospholipide Ll a L6 respectivement . 

6. Structure chimique selon la revendication 3, 
dans laquelle les fonctions chimiapjes de liaison Ll a 
L6 sont directement access ibles au phospholipide charge 
negativement . 

7. Structure chimique selon la revendication 1, 
comprenant en outre un siLe calcium ou 1 ' ion calcium 
complexe par ce site constitue un des ligands du 
phosphol ipide . 



B 13117 .3 ES 

FEUILLE MODIFI E 



27-11-2000 



FR 009902329 



48 

8. Structure chimique selon la revendication 2, 
dans iaquelle a ou a ' , b ou b*, c, d, e, f, g, h, j, 
k sont des peptides constitues d'acides amines naturals 

5 ou nan naturels , et RL.1 a RL6 sont des acides amines 
choisis dans un ensemble comprenant Lys, Arg, Orn, Ser, 
Thr, Asp et Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI k L6 
et LCal k LCa5 6tant les fonctions chargees des chalnes 
laterales desdits acides amines, et RCal a RCa5 etant 
10 des acides amines naturels ou non naturels - 

9. Structure chimique selon la revendication 8, 
dans Iaquelle les fonctions chimiques de liaisons LI i 
Ij6 et les charges positives du calcium lorsqu'il est 

15 li6 aux fonctions de liaison LCal a LCa5 sont 
directement accessibles au phospholipide . 

10. Structure chimic[ue selon 1 ' une gueiconque des 
revendications 1^9, dans Iaquelle la plate-forme est 

2 0 une par tie d ' un domaine de 1 ' annexine ou d ' un domaine 
modifie de 1' annexine, comprenant lesdits residus 
ligands RLl a RL6 presencant lesdites fonctions Ll & L6 
respect ivement . 

2 5 11, Structure chimique selon la revendication 10, 

dans Iaquelle le domaine de 1 ' annexine est choisi parmi 
le domaine 1 de 1 'annexine V prescnte sur la figure 6b, 
le domaine 2 de 1* annexine I pr^sente sur la figure 6a, 
le domaine 2 de 1 * annexine III pr6sente sur la figure 

3 0 6c et le domaine 1 et 2 de 1 ' annexine IV pr^sentes sur 

lei figure 6d. 
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12. Structure chimique seion la revendication IL, 
dans laguelle les residus ligands RLl k RLr6 sont 
respect ivement soit, les residus Arg25, Lys29, Arg63, 

5 Asp68, Ser71 et Glu 72 du domaine 1 de 1 ' armexine V 
presente sur la figure 6b, soit les residus Argl24, 
I,ysl28, Argl62. Aspl67, Serl70 ex: Aspl71 du domaine 2 
de I'annexine I present^ sur la figure 6a, soit les 
residus LyslOO, Lysl04, Lysl38, Aspl43, Serl45 et 

10 Glul47 du domaine 2 de I'annexine III preserite sur la 
figure 6c r soit les residus Arg96, LyslOl, Argl35, 
Aspl40/ Serl43 et Aspl44 du domaine 2 de I'annexine IV 
pr^sente sur la figure 6d. soit les residus Arg24, 
Lys^8, Arg62, Asp67, Ser70 et GIu71 du domaine 1 de 

15 I'annGxine IV pr^sente sur la figure 6d. 

13. Structure chimicpae ayant une af finite pour un 
phospholipide, caract^rls6e en ce qu'elle est 
constituee d*une molecule de formule (VII) suivante : 

20 

RL1-n'-RL2-M-RL3-N^-RL4-N^-RL5-RL6 

(VII) 

dans laquelle N' k representent chacun independamment 

2 5 de 1^4 acides amines choisis independamment, naturels 

ou non naturels, et dans laquelle K est un peptide 
constitu^ de 1 k lOO acides amines naturels ou non 
naturels ; 

dans laquelle RLl, RL2 , RL3 et RL6 sont choisis 

3 0 independaiTiiuent parmi Lys, Arg cu Orn ; RL.4 est choisi 

independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 est choisi 
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independainipent parmi Ser, Thr, Asp ou Glu, ladite 
structure 6tant lin^aire ou cycligue. 

14. Structure se]on la revendicat ion 13, dans 
5 laquelle repr6sente trois acides amines, 

represente quatre acides amines, et N"^ represente deux 
acides amines . 

15. Structure selon la revendica tion 13 ou 14, 
10 dans laquelle M est un peptide constitue de 33 acides 

aniines naturals ou non naturels, 

16- Structure selon la revendicat ion 13, dans 
laquelle la molecule de formule (VIT) est une sequence 

15 pepLidique choisie parmi la sequence peptidique allant 
de Argl24 a Aspl71 dans la sequence TD n^l present6e 
sur la figure 6a, la sequence peptidique allant de 
Arg25 a Glu72 dans la sequence ID n^2 presentee sur la 
figure 6b, la sequence peptidique allant de LyslOO ^ 

2 0 Glul47 dans la sequence ID n°3 presentee sur la figure 
6c ; la sequence allant de Arg24 a GluTl dans la 
sequence ID n^4 presentee sur la figure 6d, la sequence 
allant de Arg96 ^ Aspl44 dans la sequence ID ii^S 
presentee sur la figure 5, ou une sequence modifiee de 

2 5 ces sequences pourvu que RLl, RIi2 ^ RIj3 et RL6 soient 
choisis independainment: parmi Lys, Arg ou Orn, RL4 soit 
choisi indcpendairinent parmi Asp ou Glu, et rlS soit 
choisi ind^pendamment parrai Ser, Thr, Asp ou Glu. 

30 17. Structure chimique ayant une affinice pour un 

phospholipide, caracterisee en ce qu'elle coinprend au 
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moins une partie d'une sequence peptidique choisie 
parmi la sequence ID n°l pr^sent^e sur la figure 6a. la 
sequence ID n^2 presentee sur la figure 5b. la sequence 
ID n°3 pr^senfc^e sur la figure 6c et les sequences ID 
n04 et ID n°5 presentees sur la figure 6d, ou une 
sequence modifi^e de celle-ci . 

18. Structure chimique ayant une affinity pour un 
phosphollpide charge negat ivement , caract^risee en ce 
qu'elle est constitute d'une sequence peptidique 
cyclique de formule (VIII) suivante : 



Iv-RLl -Phe-Rl.2 -P*-Gly-Tyr 



1 



dans laquelle RX,1 et Rl,6 sont choisis ind^pendamment 
parmi Lys , Orn et Arg ,- rl2 et RL3 sont Arg ; rl4 et 
RL5 sont choisis independaroment panui Asp et Glu ; 
dans laquelle pK et sont choisis independamment 

parrel Ser et Thr ; dans laquelle est choisi parmi 

Gly et Met . 

19- Structure chimique selon 1 ■ une quelconque des 
revendications 13 d 17, comprenant en outre un site 
calcium ou 1 ' ion calcium complexe par ce E?ite constitue 
un des ligands du phosphollpide charge negativement . 

20. Structure selon 1 • une quelconque des 

revendications precedentes, ladite structure ayant una 

affinite pour un phosphollpide choisi parmi une 

phosphatidylserino, une phosphatidylethanolamine, un 
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phosphatidylinositol, un acide phosphatidique , et un 
cardiolipide . 



21. Assemblage chimique ayant une affinity pour un 
phospholipide, caracteris6 en ce qu'il comprend au 
moins deux structures chiniiques d^finies dans les 
revendications 1 A 20, identiques ou differentes, 
lesdites structures etant li^es. 



22, Asseinbla.ge chimique selon la revendication 22, 

dans leqiiGl au moins une des structures chimiques est 

une des structures chimiques definies dans les 
revendications 13 ^ 20. 



23. Procede de fabrication d'une stx-ucture 
chimique d^finie dans l*une quelconque des 
revendications 10 a 20 precedentes, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend les Stapes de preparation d'un cDNA 
comprenant une sequence de base codant pour ladite 
structure chimique, d' insertion du cDNA dans un vecteur 
d* expression approprie. de transformation d'une cellule 
hote appropriee pour une replication du plasinide et la 
fabrication de ladite structure par traduction dudit 
cDNA. 



24. Procede selon la revendication 23, dans lequel 
le vecteur est un plasmide. 

25. Procedf§ selon la revendication 23, dans lequel 
le vecteur est le vecteur pGEX-2T. 
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26. Proc^d^ selon la revendication 23, 24 ou 25, 
dans lequei la cellule hote appropriee est Coli. 



27. Utilisation d'une structure chimique telle que 
d6finie dans les rcvendicaticns 1 i 20 pour preparer xm 
medicament . 



28. Utilisation d'un assemblage chimique tel que 
d^fini dans la revendication 21 ou 22 pour preparer un 
m^diceuBent , 



29, Utilisation selon la revendication 27 ou 28, 

dans laquelle le medicament est choisi parmi xxn 

medicament destine au traitement d'une thrombose, un 

medicament destine au traitement d ' une tumeur , un 
medicament ayant une action ant i-inf lammatoire . 



30. Utilisation d'une structure telle que definie 
dans les revendicat ions 1 a 19 pour la fabrication d'un 
materiau de recouvrement d^un biomateriau thrombogene. 



31. Compose de marquage caracterise en ce qu'il 
comprend une structure telle que definie dans les 
revendications 1 a 20 couplee a une molecule de 
marquage . 



32. Compose de marquage caracterise en ce qu*il 
comprend un assemblage tel que defini dans la 
revendication 21 ou 22 couple h une molecule de 
marquago . 
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33- Compose selon la revendication 31 ou 32 dans 
leqael la molecule de marquage est clnoisie parini une 
molecule f lucrescente, le compiexe avidine-biotine, un 
radio6l6ment , et mti compost paramagn^tique . 

34. Trousse de diagnostic comprenant un compose 
selon I'une tguelconque des revendications 31 ^ 32. 



35. Trousse de diagnostic selon la revendication 
10 34, comprenant en outre un r^actif adequat perroettant 
de detecter ladite molecule de marquage. 



36. Trousse d' analyse et de detection de charges 
negatives a la surface de cellules, caract^risee en ce 

15 qu'elle comprend une structure selon I'une quelconque 
des revendications 1 ^ 20 couplee i un margueur. 

37. Trousse d' analyse et de detection de charges 
negatives k la surface de cellules, caract^risee en ce 

20 qu'elle comprend un cisseinbldqe selon la revendication 
21 ou 22 couple A xm ma.rqueur. 

38. Trousse d' analyse et de detection de 
microvesicules dans le sang, caracterisee en ce qu'elle 

25 comprend une structure selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 20 couplee k un marqueur. 



39. Trousse d' analyse et de detection de 
microvesicules dans le sang, caracterisee en ce qu'elle 
3 0 comprend un assemblage se]on la revendication 21 ou 22 
couple a un marqueur. 
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(57) Abstract 

The invention concerns a compound with affinity 
lor a negatively charged phospholipid and a detection 
molecule, a conjugate and a pharmaceutical composi- 
I tion containing said compound. Generally speaking, the 
compound of the invention is useful for specific recog- 
nition of lipid vectors and can be used for engineering 
and preparing compounds for identifying and seques- 
tering negatively charged lipids, such as phosphatidyl 
serine and phosphatidic acid. Said chemical stioicture 
many have the constnjct (I). 

(57) Abrege 

La presente invention se rappoite a un com- 
post ayant une afhnit6 pour un phospholipide charg6 
negativement ainsi qu'i une molecule de detection, a 
un conjiigu^ et une composition phamiaceutique com- 
prenant iedit compose. De maniere generale. le compose 
de la presente invention est utile pour la reconnaissance 
specifique de vecteurs lipidiques. II est utilisable pour 
Lingenierie et ia cr6ation de composes de reconnaissance 
et de sequestration de lipides charges negativement, tels 
que la phosphatidyle serine et I'acide phosphatidique. La 
structure chimique de la presente invention peut avoir la 
construction (I). 




Compose (I) + phosphatidylserine 

COMPOUND ( 1 ) + PHOSPHATIDYLSERINE 
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STRUCTURE CHIMIQUE AYANT UNE AFFINITE POUR UN 



PHOSPHOLIPIDE, ET COMPOSE DE 



MARQUAGE, TROUSSE DE DIAGNOSTIC, ET MEDICAMENT 

COMPRENANT CETTE STRUCTURE 



DESCRIPTION 



Domaxne techniqtue 

La presente invention se rapporte a une structure 
chimique ayant une affinite pour un phospholipide ainsi 
qu • a une molecule de detection, a un conjugue et a une 
composition pharmaceutique comprenant ladite structure, 

De maniere generals, la structure chimique de la 
presente invention est utile pour la reconnaissance 
specif ique de vecteurs lipidiques. Elle est utilisable 
pour 1 ' ingenierie et la creation de composes de 
reconnaissance et de sequestration de lipides notamment 
de lipides charges negativement , tels que la 
phosphatidylserine et/ou 1 ' acide phosphat idique . 

Ces lipides jouent un role important notamment 
dans la sighalisation cellulaire et peuvent etre 
presents a la surface externe des membranes des 
cellules et/ou circuler dans le milieu sanguin a la 
suite d'evenements pathologiques tres divers. 

Divers evenements cellulaires aboutissent a 
1 ' apparition de phosphatidylserine (PS) a la surface 
externe des cellules, ces evenements peuvent resulter 
soit d'une alteration fortuite ou pathologique de la 
cellule, soit d ' un evenement cellulaire programme telle 
que la mort cellulaire ou apoptose. L* apparition de PS 
a la surface externe des cellules constitue done un 
"message primaire" important temoignant de 1 ' existence 
d ' un dysf onctionnement . Dans le cas du processus de 
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coagulation sanguine, le mecanisme est bien decrit : 
1' alteration des cellules endotheliales des vaisseaux 
sanguins, soit pour des raisons accidentelles , soit 
pour des raisons pathologiques plus complexes, provoque 
1' apparition de ce message PS a la surface externe des 
cellules en contact avec le milieu sanguin. Ce message 
est immediatement reconnu par certaines proteines 
circulantes qui declenchent alors une cascade 
d'evenements aboutissant au phenomene de coagulation 
sanguine bien connu . 

L' invention tire profit de la propriete de la 
structure qu'elle fournit de se lier, en presence ou 
non de calcium, aux lipides et notamment ceux charges 
negativement , pour la mise en point de composes 
utilisables comme outils de recherche, de diagnostic et 
de therapeutique dans le domaine de la reconnaissance 
des effecteurs lipidiques en general et de la detection 
de I'apoptose, des troubles de la coagulation sanguine, 
du choc septique et des pathologies inf lammatoires 
aigues en particulier. 

Concernant la recherche et le diagnostic, la 
structure de 1 * invention peut par exemple etre couplee 
a des molecules de detection, par exemple a une 
molecule f luorescente , au complexe avidine-biotine , a 
un radioelement a vie courte, ou a un compose 
paramagnetique . Avec ces molecules de detection, il est 
possible par exemple de detecter des cellules 
apoptotiques ou de reconnaitre des microdomaines 
membranaires charges negativement . 

La structure de la presente invention peut done 
etre utilisee pour une detection "in vitro" de 
pathologies impliquant 1' apparition de charges 
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negatives a la surface des cellules et la liberation 
dans le sang de microvesicules . 

La structure de la presente invention peut 
egalement etre utilisee lorsqu'elle est couplee par 
exemple a un radioelement a vie courte, pour une 
detection "in vivo" de zones thrombotiques lors 
d' accidents vasculaires de toute sorte, en particulier 
cerebraux, en utilisant des. systemes d'imagerie. Cette 
structure peut par ailleurs etre utilisee lorsqu'elle 
est couplee a un compose paramagnetique tel qu ' un 
complexe gadolinium pour une detection "in vivo" de 
zones thrombotiques, en particulier cerebrales, en 
utilisant 1 • imagerie par resonance magnetique (IRM). 

Concernant la therapeutique , de maniere generale, 
la structure de la presente invention peut etre 
utilisee seule ou couplee a une molecule therapeutique 
pour preparer un medicament utilisable par exemple par 
voie orale. Un tel medicament peut par exemple etre 
utilise pour le ciblage de cette molecule vers des 
zones presentant des charges negatives telles que des 
tumeurs presentant des foyers de cellules apoptotiques 
ou des tumeurs inf lammatoires . 

La structure de la presente invention peut par 
exemple etre couplee a des molecules a action 
thrombolytique pour preparer un medicament qui peut 
etre utilise par exemple par voie orale en tant 
qu- anti-coagulant dans le traitement et la prophylaxie 
de la thrombose, ou pour preparer une molecule 
recouvrant tous les biomateriaux thrombogenes . La 
structure de la presente invention peut done etre 
utilisee pour le ciblage des molecules thrombolytiques 
au site du thrombus ou vers les zones thrombogenes. 
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Dans un autre example d ' application de la presente 
invention, la structure de 1' invention peut etre seule 
ou couplee a une molecule anti-inf laxnmatoire pour 
preparer un medicament qui peut etre utilise par voie 
orale , par exemple dans des pathologies aigues comme 
1 ' asthme, la rectocolite hemoragique (RCH) , le Crohn, 
le choc septique, les maladie du collagene et de 
1 ' arthri te . 



Etat de la technique 

Une faiuille de proteines, appelees annexines , ont 
ete decrites dans 1 ' art anterieur comme presentant un 
ancrage fonctionnel reversible a la membrane 
cellulaire, regule par la concentration en calcium et 
la presence de phospholipides anioniques . Les annexines 
constituent une famille de proteines exprimees dans des 
tissus tres divers, aussi bien chez les animaux que 
chez les plantes . Il semble qu'elles ne sent ni 
exprimees chez la bacterie, ni chez la levure . 

La structure des annexines comporte quatre 
domaines d' environ 70 acides amines, ou residus, tres 
moyennement homologues en sequence mais de topologie 
quasiment identique . 

La figure lA en annexe est un schema de la 
topologie generale d'une annexine et la figure IB en 
annexe est un schema de la topologie d ' un domaine de 
1 ' annexine portant un site calcium. Sur la figure lA, C 
representee 1 ' extremite C-terminale de cette proteine , N 
represente 1 ' extremite N-terminale de cette proteine . 
Les domaines, notes Dl a D4 , sont associes en deux 
modules, 1 ' un covalent D2D3 , 1 ' autre non covalent D1D4 . 

Sur la figure IB , A represente une premiere helice a, B 
represente une deuxieme helice a, C represente une 
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troisieme helice a, D represente une quatrieme helice 
a, E represente une cinquieme helice a, et Ca 
represente 1 * atome de calcium. L ' association de ces 
helices constitue la structure consensus pour un 

domaine d ' annexine . 

A I'heure actuelle, leurs roles biologiques 

demeurent encore mal definis. 

Dans le document WO 92/19279, J. TAIT decrit des 
conjugues ayant une af finite pour des phospholipides . 
II decrit en particulier 1 ' utilisation de 1' annexine, 
en particulier de 1 ' annexine V, pour fabriquer un 
conjugue actif utilisable en tant qu ' agent 

thrombolytique . 

Malheureusement , le conjugue decrit dans ce 
document est prepare a partir de 1 ' annexine entiere par 
un precede de recombinaison genetique . De ce fait, il 
apparait de nombreux inconvenients qui sont notamment 
un rendement faible, un cout de fabrication eleve, et 
I'obtention d'un conjugue fragile du fait de sa partie 
proteique complexe . 



Expose de 1 ' invention 

La presente invention a precisement pour but de 
fournir une structure chimique ayant une affinite 
specif ique avec un phospholipide . La structure chimique 
de 1 ' invention presente notamment 1 ' avantage d'etre 
stable chimiquement et de pouvoir etre fabriquee de 
maniere reproductible, avec un rendement eleve et un 
cout de fabrication tres reduit par rapport aux 
composes de 1 ' art anterieur. 

La structure de la presente invention se 
^^^^^^^^^3^ en ce qu'elle comprend au moins une plate- 
forme chimique U, V, X, Y comportant six residus 
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RLl, RL2 , RL3 , RL4 , RL5 , RL6 supportant un ensemble de 
fonctions chimigues pouvant se lier audit phospholipide 
appelees LI, L2 , L3 . L4 , L5 , L6 respecrivement , ces 
fonctions chimiques definissant au moins en partie 
I'af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (I), (II) et (III) suivantes : 
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RL4 




r LI 



RL3 y 





(III) 



dans lesquelles U. u\ U^ V, W. w\ X, Z sont 

independamment un acide amine nature! ou non natural, 
un peptide constitues d'acides amines naturels ou non 
naturals, une chaine carbonee, ou un ou des groupe(s) 
cyclique ( s ) carbone ( s ) , 
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dans lesquelles RLl a RL6 sont choisis parmi des 
molecules presentant les fonctions chimiques de liaison 
LI a L6 respectivement, lesdites fonctions chiir.iques 
comprenant soit au moins une charge positive et 
donneuse de liaison hydrogene, soit au moins une charge 
negative et acceptrice de liaison hydrogene^ et 
dans lesquelles u', u' , V, W. X, Y et Z sont tels que 

RL6 et RLl sont distants de 0,65 a 0,95 nm, L6 et LI 
sont distants de 0,65 a 0,9 nm, RLl et RL2 sont 
distants de 0,45 a 0,65 nm, LI et L2 sont distants de 
0,4 a 0,55 nm, RL2 et RL3 sont distants de 0,5 a 
1,05 nm., L2 et L3 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et 
RL4 sont distants de 0,5 a 0,8 nm, L3 et L4 sont 
distants de 0,35 a 0,5 nm, RL4 et RL5 sont distants de 
0,45 a 0,75 nm et L4 et L5 sont distants de 0,4 a 
0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm, L5 
et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm. 

Salon 1* invention, dans la structure de 
construction (1), (ID ou (III). LI, L2 , L3 et L6 
peuvent presenter chacune au moins une charge positive 
et donneuse de liaison hydrogene, et L4 et L5 peuvent 
presenter chacune au moins une charge negative et 
acceptrice de liaison hydrogene. 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I). (ID ou (III), U, V, W, X , Y et Z 
peuvent etre des peptides constitues d'acides amines 
naturels ou non naturels, et RLl a RL6 sont des acides 
amines choisis dans un ensemble comprenant Lys , Arg , 
Orn, Ser, Thr , Asp et Glu, ou des analogues de ceux-ci, 
LI a L6 etant les fonctions chargees des chaines 
laterales desdits acides amines. 

Selon 1 • invention, dans la structure de 
construction (I), (II) ou (III), RLl a RL6 peuvent etre 
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disposes dans 1 ' espace forme par U, V, W, X. Y, Z de 
maniere a ce que les fonctions chimiques de liaison LI 
a L6 respectivement de leur chaine laterales soient 
directement accessibles au phospholipide . 

Selon 1' invention, la structure de construction 
(I), (ID ou (III) peuvent comprendre en outre un site 
calcium ou 1 ' ion calcium complexe par ce site constitue 
un des ligands du phospholipide. 

La presente invention fournit egalement une 
structure chimique qui est caracterise en ce qu'elle 
comprend au moins une plate-forme chimique a, a', b, 
b', c, d, e, f, g, h, i, j, k, 1 comportant 11 residus 
RLl, RL2, RL3, RL4 , RL5 , RL6, RCal , RCa2 , RCa3 , RCa4 et 
RCaS supportant un ensemble de fonctions chimiques 
pouvant se lier audit phospholipide appelees LI, L2 , 
L3 , L4, L5, L6 respectivement, et un ensemble de 
fonctions chimiques de liaison a un atome de calcium 
appelees LCal, LCa2 , LCa3 , LCa4 , LCa5 respectivement, 
ces fonctions chimiques RLl a RCa5 definissant au moins 
en partie I'af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (IV), (V) et (VI) suivantes : 
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RL5 



RCal 



(VI) 



dans lesquelles a, a', b, b', c, d, e, f, g, h, i, j, 
k, 1 sont independamment un acide amine naturel ou non 
natural, un peptide constitue d'acides amines naturels 
ou non naturels, une chaine carbonee, ou un ou des 
groupe(s) cyclique(s) carbone(s), 

dans lequel RLl a RL6 et RCal a RCa5 sont choisis parmi 
des molecules presentant les fonctions chimiques de 
liaison Ll a L6 et LCal a LCaS respect ivement , lesdites 
fonctions chimiques Ll a L5 comprenant soit au moins 
une charge positive et donneuse de liaison hydrogene, 
soit au moins une charge negative et acceptrice de 
liaison hydrogene, lesdites fonctions chimiques LCal a 
LCaS comprenant un atome d'oxygene, et 

dans lesquelles a dans les structures de construction 

(IV) et (V) est tel que RL6 et RCa5 sont distants de 0 
a 0,3 5 nm et tel que L6 et LCaS sont distants de 0 a 
0,3 nm, b dans les structures de construction (IV) et 

(V) est tel que RCa5 et RCa4 sont distants de 0 a 
0,35 nm et tel que LCa5 et LCa4 sont distants de 0,2 a 
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C,3 nm, b* dans la structure de construction (Vi) est 
tel que RL6 et RCa4 sent disrants de 0 a 0,35 nrc. et tel 
que L5 et LCa4 sent distants de 0 a C,35 nm, c et d 
sont tels que RCa4 et RCa3 sont distants de 0,5 a 
5 0,9 nm, LCa4 et LCaS sont distants de 0,2 a 0,4 nm, 
RCa3 et RCa2 sont distants de 0,35 a 0, 6 nm, et LCa3 et 
LCa2 sont distants de 0,22 a 0,3 nm, e, f, q, dans les 
structures de construction (IV), (V), (VI) sont tels 
que RLl et RL2 sont distants de 0,45 a 0,65 nm, RCal a 

10 RCa2 sont distants de 0,4 a 0,55 nm, LI et L2 sont 
distants de 0 , 4 a 0,55 nm et LCal et LCa2 sont distants 
de 0,3 a 0,4 nm, h, i, j et k sont tels que RL2 et RL3 
sont distants de 0,5 a 1,05 nm, L2 et L3 sont distants 
de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et RL4 sont distants de 0,5 a 

15 0,8 nm, L3 et L4 sont distants de 0,35 a 0,5 nm, RL4 et 
RL5 sont distants de 0,45 a 0,75 nm, L4 et L5 sont 
distants de 0,4 a 0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 
0,4 a 1,2 nm, et L5 et L6 sont distants de 0,4 a 
0,6 nm, a* dans la structure de construction (VI) est 

20 tel que RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm et tel 
que L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, et b' dans 
la structure de construction (VI) est tel que RL6 et 
RCa4 sont distants de 0 a 0,35 nm et tel que L6 et LCa4 
sont distants de 0 a 0,35 nm, la structure pouvant etre 

25 soit fermee, soit ouverte au niveau de a et/ou de h. 

Lorsque les distances precedentes a, b, b' sont 
indiquees comme pouvant etre nulles, on sous-entend que 
les deux ensembles (RL6-L6 et Rca5-Lca5) et/ou les deux 
ensembles (Rca4-Lca4 et Rca5-Lca5) et/ou les deux 

30 ensembles (RL6-L6 et Rca4-Lca4) constituent separement 
un seul et meme ensemble » 

Les plates-formes selon 1' invention sont 
constitutes d*un ensemble de groupes chimiques 
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structuraux pouvant comprendre un nombre de groupes 
cycliques suffisants pour assurer une rigidite 
compatible avec I'af finite au phospholipide . 

Les distances mesurees lorsque les RL et les RCa 
5 sont des acides amines, peuvent etre mesurees entre les 
carbones a de ces acides amines dans les structures (I) 

a (VI ) precitees , 

Ces structures peuvent etre synthetisees par les 
precedes classiques de synthese de la chimie organique 

10 et de la chimie des proteines, par .recombinaison 
genetique, par genie genetique, etc... 

Des exemples de telles structures sont donnees 
notamment dans "Discovery of Sequence-Selective Peptide 
Binding by Synthetic Receptors Using Encoded 

15 Combinatorial Libraries", W.C. Still, Acc. Chem. Res., 
1996, 29, 155-163 et dans "Toward Synthetic Adrenaline 
Receptors : Strong, Selective and Biomimetic 

Recognition of Biologically Active Amino Alcohols by 
Bisphosphonate Receptors Molecules", T. Shrader, J. 

20 Org. Chem. , 1998, 63, 264-272. 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (IV), (V) ou (VI), LI, L2 , L3 et L6 
peuvent presenter chacune au moins une charge positive 
et donneuse de liaison hydrogene, et L4 , L5, LCa5, 

25 LCa4, LCa3, LCa2 et LCal peuvent presenter chacune au 
moms une charge negative et acceptrice de liaison 
hydrogene . 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I), (II), (III), (IV), (V) ou (VI), RLl, 
30 RL2, RL3 et RL6 peuvent etre choisis independamment 
parmi Arg, Lys, Orn ; RL4 peut etre choisi 
independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 peut etre 
choisi independamment parmi Ser, Thr, Asp ou Glu, les 
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chalnes laterales de ces acides amines presenTiant les 
foncrions chiniques de liaison au phosphclipides LI a 
L6 respect ivemenr . 

Selon 1 ^ invenrion, dans la structure de 
5 construction (IV), (V) ou (VI), a ou a \ b ou b', c, d, 
e, f, g, h, i, j, k peuvent etre des peptides 
constitues d' acides amines naturels ou non naturels, et 
RLl a RL6 peuvent etre des acides amines choisis dans 
un ensemble comprenant Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, Asp et 

10 Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI a L6 et LCal a 
LCaS peuvent etre les f one t ions char gees des chaines 
laterales desdits acides amines, et RCal a RCa5 peuvent 
etre des acides amines naturels ou non naturels. 

Selon 1' invention, dans la structure de 

15 construction (IV), (V) ou (VI), les carbones RLl a RL6 
et RCal a RCa2 peuvent etre disposes dans 1 ' espace 
forme par a, b, c, d, e, f, g, h, i, j et k de maniere 
a ce que les fonctions chimiques de liaisons LI a L6 
respect ivement et les charges positives du calcium 

20 lorsque ce dernier est lie aux fonctions de liaison 
LCal a LCaS soient directement accessibles au 
phospholipide . 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I), (II), (III), (IV), (V) ou (VI), au 

25 moins une partie de la plate-forme peut etre une partie 
d ' un domaine de 1 * annexine ou d ' un domaine modifie de 
1 ' annexine, comprenant au moins un desdits residus 
ligands RLl a RL6 presentant lesdites fonctions LI a L6 
respect ivement de liaison au phospholipide. 

30 Selon 1' invention, dans la structure de 

construction (I), (II), (III), (IV), (V) ou (VI), la 
plate- forme peut etre une partie d ' un domaine de 
1 ' annexine ou d ' un domaine modifie de 1 * annexine. 
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ladite partie du domaine de I'annexine comprenant 
lesdits residus ligands RLl a RL6 presentant lesdites 
fonctions LI a L6 respectivement . 

Selon 1' invention, le domaine de I'annexine est 
5 choisi parrui le domaine 1 de I'annexine V presente sur 
la figure 6b, le domaine 2 de I'annexine I presente sur 
la figure 6a, le domaine 2 de I'annexine III presente 
sur la figure 6c et le domaine 1 et 2 de I'annexine IV 
presentes sur la figure 6d. 
10 Selon 1' invention, les residus ligands RLl a RL6 

peuvent etre respectivement soit, les residus Arg25, 
Lys29, Arg63, Asp68, Ser71 et Glu 72 du domaine 1 de 
I'annexine V presente sur la figure 6b, soit les 
residus Argl24, Lysl28, Argl62, Aspl67, Serl70 et 
15 Aspl71 du domaine 2 de I'annexine I presente sur la 
figure 6a, soit les residus LyslOO, Lysl04, Lysl38, 
Aspl43, Serl46 et Glul47 du domaine 2 de I'annexine III 
presente sur la figure 6c, soit les residus Arg97, 
LyslOl, Argl35, Aspl40, Serl43 et Aspl44 du domaine 2 
20 de I'annexine IV presente sur la figure 6d, soit les 
residus Arg24, Lys28, Arg62, Asp67, Ser70 et Glu71 du 
domaine 1 de I'annexine IV presente sur la figure 6d. 

La presente invention fournit egalement une 
structure chimique ayant une affinite pour un 
25 phospholipide caracterisee en ce qu'elle comprend une 
molecule de formule (VII) suivante : 

RL1-N^-RL2-M-RL3-n2-RL4-N^-RL5-RL6 

(VII ) 



30 



dans laquelle a representent chacun independamment 
de 1 a A des acides amines choisis independamment, 
naturels ou non naturels, et dans laquelle M est un 
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pectide constitue de 1 a 100 acides amines naturels ou 
non naturels ; 

dans laauelle RLl, RL2 , RL3 ez RL6 sonr choisis 
independamip.ent parmi Lys, Arg ou Orn ; RL4 est choisi 
independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 est choisi 
independamment parmi Ser, Thr, Asp ou Glu, ladite 
structure etant lineaire ou cyclique. 

Selon 1' invention, peut representer trois 

acides amines, peut representer quatre acides 

amines, et peut representer deux acides amines dans 
la structure de formule VII. 

Dans la structure selon 1* invention, M peut etre 
par exemple un peptide constitue de 33 acides amines 
naturels ou non naturels. 

Selon 1' invention, la structure de formule (VII) 
peut etre une sequence peptidique choisie parmi la 
sequence peptidique allant de Argl24 a Serl71 dans la 
sequence ID n^^l presentee sur la figure 6a, la sequence 
peptidique allant de Arg25 a Glu72 dans la sequence ID 
n'^2 presentee sur la figure 6b, la sequence peptidique 
allant de LyslOO a Glul47 dans la sequence ID n°3 
presentee sur la figure 6c, la sequence allant de Arg24 
a Glu71 dans la sequence ID n''4 presentee sur la figure 
6d, la sequence allant de Arg97 a Aspl44 dans la 
sequence ID n'^S presentee sur la figure 6d, ou une 
sequence modifiee de ces sequences pourvu que RLl, RL2 , 
RL3 et RL6 soient choisis independamiment parmi Lys, Arg 
ou Orn ; 

RL4 choisi independamment parmi Asp ou Glu, et RL5 est 
choisi independamment parmi Ser, Thr, Asp ou Glu. 

La presente invention four nit egalement une 
structure chimique ayant une affinite pour un 
phospholipide , comprenant au moins une partie d ' une 
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sequence peptidique choisie parmi la sequence ID n°l 
Dresentee sur la figure 6a, la sequence ID n°2 

presentee sur la figure 6b, la sequence ID n°3 
presentee sur la figure 6c, et les sequences ID n°4 et 
ID n^'S presentees sur la figure 6d, ou une sequence 
modifiee de celle-ci. 

La presente invention fournit egalement une 
structure chimique ayant une affinite pour un 
phospholipide charge negat i vement , comprenant une 
sequence peptidique cyclique de formule (VIII) 
suivante : 



1 



Gly-RLl-Phe-RL2-P'-Gly-Tyr-p2-RL3-P^-RL4-Q^-RL5-Trp-RL6 

(VIII ) 



dans laquelle RLl et RL6 sont choisis independamment 
parmi Lys, Orn et Arg ; RL2 et RL3 sont Arg ; RL4 et 
RL5 sont choisis independamment parmi Asp et Glu ; 
dans laquelle P\ P^ et P^ sont choisis independamment 
parmi Ser et Thr ; dans laquelle est choisi parmi 
Gly et Met. 

Les structures chimiques precitees peuvent 
comprendre en outre un site calcium ou 1 ' ion calcium 
complexe par ce site constitue un des ligands du 
phospholipide charge negat i vement . Le site calcium peut 
etre par exemple un site calcium analogue a celui des 
annexines ou des phospholipides A2 . Ces sites calcium 
sont connus par 1 ' homme du metier. 

Selon 1' invention, toutes les structures chimiques 
precitees peuvent avoir une affinite pour un 
phospholipide choisi parmi une phosphatidylserine , une 
phosphatidylethanolamine, une phosphatidylinositol , un 
acide phosphatidique , et un cardiolipide , la ou les 
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chaine(s) lipidique ( s ) des phospholipides peuvent par 
exemple comprendre de 4 a 23 arorr.es de carbone. Par 
exe.T.ple, le phospholipide peur posseder une chaine 
d'acide arachidonique par exemple pour la 

5 phosphar idyl serine . 

La presente invention fournit egalement un 
as semblage ch imi que ay ant une affinire pour un 
phospholipide, comprenant au moins deux des structures 
chimiques de la presente invention, identiques ou 

10 differentes, lesdites structures etanr liees. 

Par exemple, dans un assemblage chimique de la 
presente invention, au moins une des structures 
chimiques peut etre une des structures chimiques 
pept idiques precedemment decrites . 

15 Les assemblages selon 1' invention peuvent done 

etre composes par exemple de structures identiques ou 
differentes. Par exemple, 1' assemblage peut etre un 
assemblage covalent convenable de deux structures selon 
1' invention, par exemple des domaines 1 et 4 selon 

20 1' invention d ' une meme annexine. Get assemblage peut 
par exemiple comiporter un domaine 4 selon 1' invention 
modifie par genie genetique dans le but d'introduire un 
site calcium et phospholipidique identique a celui du 
domaine 1 de 1* invention, 

25 Ces domaines peuvent par exemple provenir des 

annexines I et V. 

Ces assemblages peuvent avoir notamment pour but 
d'augmenter I'af finite des structures de la presente 
invention, pour le phospholipide, par exemple pour un 

30 phospholipide charge negativement . lis peuvent etre 
realises par exemple par insertion d ' un lien peptidique 
flexible, par exemple poly-glycine , entre les 
structures chimiques de 1 * invention. 
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Les structures et assemblages de la presente 
invention presentent une affinite pour les 
phospholipides, et notamment pour ceux charges 
negativement, meilleure que 0,1 pM. lis peuvent 
comprendre une partie d*une annexine ou 1 ' un de ses 
derives. Cette annexine peut etre une annexine 
naturelle ou modifiee par les moyens classiques de la 
chimie ou du genie genetique. 

La presente invention fournit egalement un precede 
de fabrication d'une structure chimique comprenant les 
etapes de preparation d'un cDNA comprenant une sequence 
de base codant pour ladite structure chimique, 
d' insertion du cDNA dans un vecteur d' expression 
approprie, de transformation d * une cellule hote 
appropriee pour une replication du plasmide et la 
fabrication de ladite structure par traduction dudit 
cDNA. 

Selon 1' invention, dans ce precede, le vecteur 
peut etre un plasmide, par exemple le vecteur pGEX-2T. 

Dans le precede selon 1' invention, la cellule hote 
appropriee peut etre par exemple E. Coli, 

Par exemple, pour la fabrication de la structure 
selon 1* invention, on peut partir du domaine 1 de 
1* annexine I et modifier la sequence de telle maniere 
que les residus RL definis precedemment et 
eventuellement les residus RCa apparaissent dans la 
sequence. Amsi, par des precedes classiques de genie 
genetique, on peut fabriquer un cDNA codant pour la 
sequence modifiee et obtenir tres facilement la 
structure de la presente invention. La structure selon 
1* invention, lorsqu^elle presente au moins une partie 
peptidique peut egalement etre fabriquee par un precede 
classique de synthese chimique en phase solide. 
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Un exemple de modification de la sequence du 
domaine 1 de 1' invention de I'annexine I peut consister 
a remplacer His52 par Arg, Met56 par Lys ou Arc, Val57 
par Gly, Val60 par Thr, eventuellement Lys90 par Arg, 
5 Thr95 par Asp, Lys98 par Ser ou Thr, et Ala99 par Asp 
ou Glu. Ces modifications peuvent etre faites sur 
d * autres domaines egalement . 

Ces modifications peuvent avoir notamment pour 
role d'augmenter la stabilite generale de la structure 

10 ou du domaine vis-a-vis de la temperature , du pH, et 
des conditions ioniques du milieu d * utilisation ; de 
diminuer ses proprietes eventuelles de toxicite 
generale envers I'organisme humain ; d'augmenter son 
affinite pour les phospholipides charges negat i vement ; 

15 et d ' augmenter son affinite generale pour les membranes 
cellulaires . 

Selon I'invention, la modification d ' un domaine 

peut egalement avoir pour role de developper 1 ' affinite 

de la structure pour un phospholipide , par exemple 
2 0 charge ne gat i vement ; et meme de retrouver une affinite 

au moins egale a celle que possede I'annexine dite 

sauvage, en I'absence de calcium. 

La modification peut par exemple porter sur le 

residu di t residu bi dent ate Asp ou Glu de calcium { RL6 ) 
25 du ou des domaines portant un site phosphatidylserine, 

pour les remplacer par 1 * un des residus Lys ou Orn. 

Une autre modification , par exemple du domaine 1 

de I'annexine V peut consister a remplacer Glu 72 par 

Lys ou Orn, et / ou Thr 33 par Lys ou Orn . 
30 Selon 1' invention, la structure chimique ou 

1 ' assemblage de la presente invention peut etre 

utilisee pour preparer un medicament. 
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Par exemple, le medicament peut etre choisi parmi 
un medicament destine au traitement d*une thrombose, un 
medicament destine au traitement d ' une tumeur, un 
medicament ayant une action ant i-inf lammatoire . 

Selon 1' invention, la structure ou 1' assemblage 
chim^ique selon 1' invention peut etre couple a une 
molecule de marquage pour former un compose de 
marquage . 

Selon 1' invention, la molecule de marquage peut 
etre choisie par exemple parmi une molecule 
f luorescente , le complexe avidine-biot ine , un 
radioelement , et un compose paramagnet ique . 

La presente invention fournit aussi une trousse de 
diagnostic comprenant une structure ou un assemblage 
preci te . 

Cette trousse de diagnostic peut par exemple 
comprendre en outre un reactif adequat permettant de 
detecter ladite molecule de marquage. 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d' analyse et de detection de charges negatives 
a la surface de cellules, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une structure ou un assemblage chimique de la 

presente invention . 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d' analyse et de detection de microvesicules 
dans le sang, caracterisee en ce qu^elle comprend une 
structure ou un assemblage chimique de la presente 
invention couple a un marqueur. 

D'autres avantages et caracteristiques de la 
presente invention apparaitront encore a la lecture des 
exemples illustratifs et non limitatifs qui suivent, en 
reference aux figures en annexe. 
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Breve description des figures 

de la structure generale des annexines ; 

" la figure IB est une representation schematique 
de la structure d ' un domaine d ' une annexine 
comportant un site calcium ; 

— la figure 2 est un schema illustrant 
1 * insertion dans un vecteur PGEX-2T du cDNA 
codant pour la structure chimique de la 
presente invention pour produire ledi t compose 
par genie genetique ; 

— la figure 3 est une representation schematique 
d ' un spectre RMN du domaine 1 de la presente 
invention de 1 * annexine 1 presentant la region 
des aliphatiques ; 

— la figure 4 est une representation graphique de 
la denaturation du domaine 1 de la presente 
invention de 1 ' annexine I par le chlorure de 
guanidinium ; 

— la figure 5 est une representation graphique de 
la denaturation thermique du domaine 1 de la 
presente invention de 1 ' annexine I ; 

— la figure 6a represente la sequence de 
1 • annexine 1 , notee sequence ID n°l , dans 
laquelle la sequence du domaine 2 de la 
presente invention a ete soulignee ; 

— la figure 6b represente la sequence de 
1 ' annexine V, notee sequence ID n°2, dans 
laquelle la sequence du domaine 1 de la 
presente invention a ete soulignee ; 

— la figure 6c represente la sequence de 
1 ' annexine III, notee sequence ID n^3 , dans 
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laquelle la sequence du domaine 2 de la 
presente invention a ete soulignee ; 
la figure 6d represente la sequence de 
I'annexine IV, notee sequence ID n^4 et 
sequence ID n*^5, dans laquelle la sequence des 
domaines 1 et 2 de la presente invention ont 
ete soulignees ; 

la figure 7 est une representation schematique 
de la structure de construction (I) de la 
presente invention liee a une molecule de 
phosphatidylserine mettant en evidence les 
interactions entre les fonctions de liaison LI 
a L6 de la structure de construction (I) de 
1 ' invention et une molecule de 

phosphatidylserine ; 

la figure 8 est une representation schematique 
des interactions entre les residus ligands du 
domaine 1 de la presente invention de 
I'annexine V humaine represente sur la figure 
6b. et une molecule de phosphatidylserine en 
presence d ' un atome de calcium ; 

les figures 9A et 9B sont des photographies de 
gels de polyacrylamide qui illustrent la 
fixation de I'annexine V et de certains de ses 
mutants sur des membranes constitutes de 
phosphatidylcholine et de phosphatidylserine 
(surnageant S2) . 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Expression et purification des peptides de 
sequences ID n°l et ID n°2 de la present e invention 

5 Les sequences ID n^l et ID des annexines I et 

V ont ete preparees par surexpression dans E. Coli 
selon le meme protocole que celui qui a ete deer in par 
Cordier-Ochsenbein et al . dans J. Mol . Biol. 279, 
1177-1185 . 

10 Le cDNA de ces sequences d ' annexines a ete prepare 

en utilisant la PGR a partir du cDNA des annexines 
correspondantes . Le cDNA a ete ins ere dans le vecteur 
pGEX-2T (Smith & Jonhson, 1998). La figure 2 est un 
schema illustrant 1 ' insertion du cDNA dans le vecteur. 

15 L ' absence de mutations induites par la PGR a ete 
controlee par sequengage . La production du peptide est 
effectuee en utilisant la souche E. Coli BL21 contenant 
le vecteur d ' expression decrit plus haut . Apres 
induction par 1 ' isopropylthiogalactopyranos ide (IPTG, 

2 0 100 urn) jusqu ' a une densite optique de 1 a 60 0 nm, la 

pousse est continuee jusqu 'a ce qu ' un plateau soit 
atteint , c ' est -a -dire pendant environ 3 heures . Apres 
centrif ugation, les bacteries sont resuspendues dans le 
tampon de lyse comprenant 50 mM Tris-HGl, pH 8 , 10 mM 
25 EDTA, 500 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, 1% (v/v) Triton 
XlOO, 1 mM dithiothreitol (DTT) , 1 mM 

phenylmethylsulf onyl fluoride (PMSF) et 2 0 ug/ml 
aprotinine . 

La purification a ete effectuee de la fagon 

3 0 suivante : apres sonif ication et centrif ugation a 

10000 g, le surnageant contenant les proteines solubles 
est incube avec des billes de glutathi on /agarose 
permettant la liaison specifique a ces billes de la 
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proteine de fusion GST-domaine . Apres lavage avec une 
solution contenant 1 M NaCl, 50 inM Tris-HCl a pH 8 , 70 
unites de thrombine par litre de culture sont ajoutes 
et la sequence est eluee. 

La sequence est alors purifiee sur une colonne 
proRPC (marque de commerce) de type 16/10, fournie par 
la societe Pharmacia en utilisant un systeme FPLC et un 
gradient lineaire d ' eau de qualite Millipore (marque de 
commerce) contenant 0,1% (v/v) d'acide 

trif luoroacetique TFA, et d ' acetoni trile contenant 0,1% 
de TFA. La vitesse d'ecoulement est ajustee a 
2,5 ml /minute. La sequence est ensuite lyophilisee. Le 
rendement final est d ' environ 8 mg de sequence par 
litre de culture. 



Exemple 2 : Stabilite de la seciuence ID n^l 
1 ' annexine 1 

Differentes experiences montrent que cette 
sequence constitue une proteine de repliement stable. 

La figure 3 montre un spectre ID de RMN du 
proton de la sequence ID n^l isolee de 1 ' annexine 1, en 
solution aqueuse. La dispersion des frequences de 
resonance et la presence de resonances a des 
deplacements chimiques inferieurs a 0 ppm indiquent 
clairement que cette sequence est fortement structuree. 
De plus, les donnees de deplacement chimique des 
protons a revelent la presence de 5 helices 
conformement a la structure oris tallographique . 

La figure 4 montre la denaturation cooperative du 
domaine 1 de 1 * annexine I issu de la sequence ID n°l 
par le chlorure de guanidinium, qui est un denaturant 
classique et la figure 5 montre la denaturation 
cooperative de la sequence par la temperature. 
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Des donnees analogues sont obnenues pour les 
aucres sequences decrites precedemment et denicntrent 
que certaines sequences d'annexine se coruportent: comme 
de petites proteines de stabilite normal e , utilisables 
directement . ou comme plate-forme, pour 1 ' ingenierie de 
composes fonctionnels nouveaux . 



Exemple 3-1 : Role essentiel du domaine 1 de 1 ' annexine 
V issu de la seciuence ID n°2 dans la liaison de 
1 ■ annexine V aux membranes 

Des experiences de liaison de 1 ' annexine V a des 
systemes membranaires modeles ainsi que des experiences 
d' inhibition de la proteine kinase c { PKC ) in \ritro, et 
de la phospholipase A2 ( PLA2 ) cytoplasmique ( CPLA2 ) in 
vivo demontrent le role essentiel joue par le domaine 1 
dans cette liaison aux membranes. 

On prend ici comme exemple le cas de 1' inhibition 
de la cPLAo. L' inhibition de I'activite 

phospholipasique par 1 ' annexine V resulte de la 
depletion du substrat lipidique commun a ces deux 
proteines . Divers mutants de 1 ' annexine V ont ete 
construits pour eliminer de fagon selective dans un ou 
plusieurs domaines la capacite de lier le calcium, 
c'est-a-dire les phospholipides . La mutation consiste a 
remplacer le ligand bidentate du calcium, Glu ou Asp, 
d'une sequence de la presente invention par un residu 
non liant, Gin ou Asn respectivement . Douze mutants ont 
ainsi ete construits et purifies : Ml, M2 , M3 , M4 , 
M1M2, M1M3 , M1M4, M2M3 , M1M2M3 , M1M2 , M4 , M2M3M4 et 
M1M2M3M4, le chiffre indiquant le domaine pour lequel 
la capacite de lier le calcium a ete supprimee. 
L' ensemble des resultats montre que I'activite 
phospholipasique de la PLA2 cellulaire, mesuree par le 
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taux de relarguage d'acide arachidonique , depend 
fortemenr de la presence du site calcium dans le 
domaine 1 et a un moindre degre dans le domaine 4. La 
suppression des sites calcium dans les domaines 2 et 3 
n'a quasiment aucun effet sur 1' inhibition de 
I'activite phospholipasique de la CPLA2. (Mira et al . 
J. Biol. Chem. 1997, 272:10474-104 82 ; Dubois et al . 
Biochem. J. 1998, 330:1277-1282). 

Le tableau (I) suivant regroupe certains resultats 
de cet exemple, et montre le pourcentage de diminution 
de la liaison des mutants de 1 ' annexine V aux 
phospholipides par rapport a 1' annexine V sauvage. 



Annexine V 
sauvage 


Ml 


M2 


M3 


M4 


M1M2M3 


M1M2M4 


0 


7 9+6 


38 + 4 


47 + 9 


38 + 6 


98 + 1 


8 5 + 7 



Ce tableau (I) montre la liaison aux membranes de 
I'annexine V et de ses mutants Ml, M2 , M3, M4 , M1M2M3 
et M1M2M4 , Les resultats sont exprimes en pourcentage 
de diminution de la capacite de liaison par rapport a 
1' annexine V sauvage (valeur moyenne + erreur 
standard). Pour les mutants M123 et M124, le taux de 
liaison residuel n'est pas signif icat if . 



Exemple 3-2 : Resultats preliminaires concernant la 
liaison de 1 ' annexine V et de divers mutants aux 
membranes modeles composees de phosphatidylcholine et 
de phosphatidylserine 

Les mutants suivants de 1 ' annexine V humaine ont 
ete prepares selon les methodes decrites dans 1 ' exemple 
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M1M2M3M4 : le site calciurr. principal, 

correspondanr a la bcucle AE, est supprime 
dans tous les domaines par una muta::ion du 
ligand bidenrate. 
5 M2M3M4 : le site calcium principal des domaines 

2,3 et 4 est supprime par une mutation du 
ligand bidentate, celui du domaine 1 subsiste. 
iyi2M3M4 -Arg22Ala~Arg63Ser : suppression des 

ligands L2 et L3 du site PS de la presente 
10 invention . 

M2M3M4-Arg22Ala-Arg53Ser-Lys2 9Ala- 

Asp68Ile/Phe/Trp : suppression de tous les 
ligands du site PS de la presente invention 
sauf ceux concernant le site calcium qui eux 
15 sent conserves. 

La liaison aux membranes PC/PS des mutants de 
I'annexine V est alors comparee a celle de la forme 
sauvage selon le protocole suivant : 

Un melange homogene de PC/PS dans une proportion 
20 80/20 est mis en suspension dans des solutions 
con tenant des concent rat xons variables de caJ-CiumL a 0, 
30, 100, 1000 \iM. Les diverses proteines sont ensuite 
introduites et incubees pendant quelques minutes. La 
suspension est ensuite centrifugee par 

25 ultracentrif ugation a 90000 t/mn. Les membranes 
sedimentent au fond du tube. Le surnageant, appele SI, 
est entierement preleve pour analyse ulterieure du 
contenu en proteine qui donnera 1 ' information sur la 
quant ite de proteine non liee a la membrane. Le culot 
30 de membrane est ensuite disperse dans une solution 
contenant de 1 * EDTA en quantite suffisante pour le 
relargage des proteines, la liaison de I'annexine V 
etant reversible et dependante du calcium. La 
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suspension est de nouveau centrifugee et un second 

surnageant, appele S2, est recupere. L' analyse du 

contenu en proteine de S2 fournira 1 ' information 

concernant la quantite des proteines qui etaient fixees 

a la membrane. 

analyse des surnageants est effectuee par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide d'une fagon 
classique qu'il est inutile de decrire ici. 

Les figures 9A et 9B en annexe montrent 1 ' ensemble 

des resultats. 

Sur cette figure : 
Sauvage : A5 = annexine V 
Mutants : 

D68F=M2M3M4-Arg2 2Ala-Arg63Ser-Lys2 9Ala-Asp68Phe 
D68I=M2M3M4-Arg2 2Ala-Arg63Ser-Lys2 9Ala-Asp68Ile 
D68W) M2M3M4-Arg2 2Ala-Arg63Ser-Lys2 9ala-Asp58Trp 

1, 2 , 3, 4^concentration en calcium respectivement 0,30, 

100, 1000 uM 

T=temoins de masse moleculaire 

Le comportement des mutants M1M2M3M4 et M2M3M4, 
compare a celui de 1 ' annexine V sauvage mcntre 
clairement que la liaison aux membranes en presence de 
calcium est quasi uniquement assuree par le domaine 1, 
c'est-a-dire qui contient le site PS revendique. Ce 
resultat confirme ceux presentes dans 1 ' exemple 3-1 
precedent . 

Le comportement des mutants M2M3M4-Arg22Ala- 
Arg6 3Ser et M2M3M4 -Arg22Ala-Arg63Ser-Lys2 9Ala- 

Asp68Ile/Phe/Trp montre que la liaison aux membranes 
est considerablement attenuee lorsque les ligands L2, 
L3, L4 et L5 sont supprimes. La liaison n'est cependant 
pas totalement supprimee dans la mesure ou les ligands 
Lca5, Ca qui font partie du site calcium subsistent et 
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permettent encore una -Liaison 
af finite tres diminuee . 



de la PS mais avec une 



Exemple 4 : Utilisation de la structure chimicjue de la 
pre sent e invention 

Trois voles d ' utilisation sont prevues : i ) simple 
ingenierie des domaines pour satisfaire aux diverses 
exigences liees a leur utilisation comme outils de 
recherche, de diagnostic et de therapeutique ; ii) "re- 
design" de la plate-forme qui constitue la topologie du 
domaine en une nouvelle plate-forme plus simple et 
synthetisable par voie chimique ou par genie 
genetique ; iii) remplacement de la plate-forme 
peptidique ou peptoidique par une structure organique 
non-peptidique pour la fabrication d ' un medicament. 
Dans les trois cas, il s'agit naturellement de 
conserver , voire d ' ameliorer , la localisation spatiale 
des fonctions de liaison avec les phospholipides , 
decrits plus haut . 

1 ) Ingenierie des domaines d'annexines 

Les domaines d'annexines de la presente invention 
constituent des plates-formes peptidiques . On entend 
par ingenierie la modification de la sequence des 
domaines par mutagenese afin d' ameliorer la stabilite 
generale de la molecule et de 1 ' adapter aux conditions 
physico-chimiques imposees par 1 ' utilisation, 

d' ameliorer son af finite pour le ligand 

phospholipidique, et lui conferer une specificite 
propre a chaque phospholipide . Il s'agit aussi de 
permettre 1 ' introduction de differents marqueurs pour 
les differentes applications dont il est question plus 
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loin. Nos connaissances actuelles sont largement 
suffisantes pour effectuer une telle ingenierie. 

Les exemples d ' un changement de propriete ont ete 
illustres dans 1 ' exemple 4 lis ont ete obtenus par une 
technique classique de genie genetique en mutant les 
acides amines impliquees. 



2) "Re-d esign" des plates-formes peptidiques 

"re-design" de la plate-forme consiste a 
redefinir une architecture moleculaire, tout en gardant 
la topologie convenable des residus impliques dans la 
liaison au calcium et aux phospholipides . L ' interet du 
";c:e-design" est de creer une plate-forme de sequence 
plus courte pouvant etre produite par synthese 
chimique. La synthese d ' un peptide de la taille d' un 
domaine est possible mais reste difficile. La reduction 
par deux du nombre de residus, soit environ 3 5 residus, 
rend par contre la synthese couramment realisable. Dans 
cette operation de "re-design", on conserve assez 
precisement la geometrie permettant des interactions 
avec le phospholipide , et notamment la disposition des 
residus de la sequence annexine . Ces residus sont ceux 
indiques en gras sur les figures 6a a 6d pour les 

annexines (1) a (V) . 

Get ensemble comprend deux residus basiques, 
generalement Arg-x-x-x-Lys , a la fin de I'helice A du 
domaine concerne et une serie de residus acides, 
basiques et neutres, generalement 

Arg-x-x-x-x-Asp-x-x-Ser-Asp, situes dans 1 'helice D. 
L' etude de la structure moleculaire montre, figures 7 
et 8, que ces residus sont parfaitement disposes pour 
lier une molecule de phosphatidylser ine . Le groupe 
carboxylate de ce lipide est lui-meme lie a 1 ' atome de 



wo 00/20453 





PCT/FR99/02329 



32 

calcium situe dans la boucle AB et designe dans la 
suite par "site calcium AB" . 
La sequence : 

Arg-x-x-x-Lys (helice A) Arg-x-x-x-x-Asp-x-x-Ser-Asp ( hel ice D) 

associee a celle du site calcium AB , constitue done une 
sequence consensus pour la liaison de la 
phosphatidylserine dans les com.poses de la presente 
invention. Pour generaliser, on designera maintenant 
cette sequence par : 

RLi-x-x-x-Rrj2 RIi3-x-x-x-x-RIi4-x-x-RL5-RL6 

ou RLl a RL6 sont les residus ligands essentiels dans 
la liaison de la phosphatidylserine indiques en gras 
dans les sequences des figures 6a a 6d et indique dans 
les composes de structure (I) a (VI) . La sequence 
consensus du site calcium AB est la suite : 

ATe t - Ly s - Glj^- X - Gly- Thr Asp(ou Glu) 



Les ligands du calcium sont les groupes carboxyl 
peptidiques des residus en italique (residus de la 
boucle AB) sur la figure et les deux atomes d'oxygene 
du groupe carboxylate de la chaine laterale du residu 
Asp (ou Glu) de la fin de I'helice D, denomme aussi 
ligand bidentate. En generalisant ces ligands du 
calcium seront maintenant designes par : 



RCal-RIi2-RCa2-x-RCa3-Thr (RCa4RCa5) ou RL6 
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Dans le cas de I'annexine, RCa4 et RCa5 
constituent un seul et meme residu deja identifie 
precedemment coirane RL6 . 

Les donnees de distances interatomiques entre les 
residus ligands sont donnes dans le tableau (II) 
suivant en reference a la figure 7 en annexe et les 
interactions precises domaine-calcium- 

phosphatidylserine sont indiquees dans le tableau (III) 
suivant en reference a la figure 8 en annexe. 

Sur la figure 8, Chi et Ch2 representent la 
position d ' eventuelles chalnes carbonnees du 
phospholipide. Ces chalnes peuvent etre celles 
decrites, par exemple I'acide arachidonique . 

Selon 1* invention, la structure chimique peut etre 
constituee de la fagon suivante : 

a) elle comporte en particulier au moins 6 
residus, dits residus ligands, nommes RLl a RL6 et dont 
la nature est la suivante : 



RLl 


= Arg 


ou 


Lys 


ou 


Orn 


RL2 


= Arg 


ou 


Lys 


ou 


Orn 


RL3 


= Arg 


ou 


Lys 


ou 


Orn 


RL,4 


= Asp 


ou 


Glu 






RL5 


^ Ser 


ou 


Thr 


ou 


Asp 


RL6 


=^ Arg 


ou 


Lys 


ou 


Orn 



b) les carbones a des residus ligands RLl a RL6 
sont disposes dans 1 ' espace de maniere a ce que les 
chaines laterales soient directement accessibles aux 
phospholipides , 

c) les carbones a des residus ligands RLl a RL6 
sont disposes selon le tableau II de distances 
suivant : 
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Carbone 
a 


RL2 


RL3 


RL4 


RL5 


RL6 


RLI 


0,45 a 0,65 


0,7 a 1,2 


0,7 a 1,0 


0,85 a 1,15 


0,65 a 0,95 


RL2 




0.5 a 1,05 


0,8 a 1.2 


1,2 a 1,7 


0,9 a 1,4 


RL3 






0,5 a 0,8 


1,0 a 1,3 


1,2 a 1,7 


RL4 








0.45 a 0,75 


0,7 a 1.2 


RL5 










0,4 a 1,2 



d) les chaines laterales des residus ligands RLI a 
LR6 permettent d'etablir un reseau de liaisons 
5 hydrogene avec la phosphatidylserine selon le schema ou 
les fleches designent au moins une liaison 

hydrogene, figure 8, dans le sens donneur vers 
accepteur et LI a L6 designent les ligands de la 
phosphatidylserine selon la liste suivante : 
10 LI = NZLYs ou CZArg de LRl 
L2 = NZLys ou CZArg de LR2 
L3 ^ NZLys ou CZArg de LR3 
L4 = CGAsp ou CDGlu de LR4 

L5 = CB de Ser ou Thr ou CG de Asp ou CD de Glu de LR5 
15 L6 = NZLys ou CZArg de LR6 



HN = H 
NZ = N zeta 
CZ = C zeta 
20 CD = 0 delta 
OG = O gamma 
OE = 0 epsilon 
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ou les distances entre les ligands LI a L6 et les 
atomes de la phosphatidylserine sont donnees dans le 
tableau III suivant : 



Distances nin x 10 




10 



Pour le ligand Ll , deux au moins des cinq 
distances indiquees dans ce tableau sont de preference 
respectees . 



3 ) Plate-forme organique 

La troisieme etape constitue I'etape ultiine pour 
I'obtention d ' un medicament facilement utilisable par 
15 voie orale. Il s'agit du remplacement de la plate-forme 
peptidique par une structure organique respectant la 
disposition spatiale des ligands phospholipidiques . Les 
ligands calciques et phospholipidiques ne sont plus des 
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residus aminoacides mais des lonctions chimiques 
reproduisant les interactions decrites plus haut . 

Les structures organiques couranment utilisees en 
pharmacologie peuvent permettre de construire des 
plates-formes rigides capables de presenter un site de 
liaison pour le phospholipide selon 1' invention. Ces 
structures peuvent etre constituees par les techniques 
chimiques classiques connues de 1 ' homme du metier, 
qu'il n'est pas necessaire ici de rappeler. 



Exemple 5 : 

De maniere tres avantageuse, 1 ' utilisation d ' une 
structure ou d ' un asemblage de la presente invention 
peut se faire comme indique precedemment dans trois 
directions : recherche, diagnostic et therapeut ique . 

1 ) la recherche 

Pour ces experiences, il convient de coupler une 
structure de la presente invention a une molecule de 
marguage permettant une detection. Ces molecules de 
marquage peuvent etre celles precitees par exemple des 
molecules f luorescentes , un systeme avidine-biotine , 
des radioelements , et de maniere generale, celles 
couramment utilisees . 



2 ) le diagnostic 

Les structures chimiques et assemblages de la 
presente invention peuvent comme indique precedemment 
etre utilises pour la detection "in vitro" de 
pathologies impliquant 1' apparition de charges 
negatives a la surface des cellules et la liberation 
dans le sang de microvesicules : par exemple les 
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troubles de la coagulation^ les pathologies 
inf lammatoires aigues, etc. . . 

lis peuvent aussi etre couples a des radioelements 
a vie courte et detection "in Wvo" de la localisation 
des zones thrombot iques lors d' accidents vasculaires de 
toute sorte, en particulier cerebraux, utilisant des 

systemes d ' imagerie . 

lis peuvent aussi etre couples a des composes 
paramagnetiques , par exemple un complexe de gadolinium, 
et detection "in vivo" de la localisation des zones 
thrombotiques lors d' accidents vasculaires de toute 
sorte. en particulier cerebraux, utilisant 1 ' imagerie 
par resonance magnetique (IRK) . 

Les couplages precites peuvent etre realises par 
les techniques classiques de chimie organique connues 
de I'homme du metier, qu'il n'est pas utile ici de 
rappler . 



3 ) le medicament 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent etre utilises en tant que tels pour 
f abriquer un medicament utilisable pour un traitement 
ou pour une prophylaxie car ils possedent des 
proprietes ant icoagulante , anti thrombolytique et anti- 
inf lammatoire intrinseques . 

Les assemblages selon 1 ' invention permettent 
d'effectuer un tapissage des surfaces cellulaires, 
capable d'interdire 1 ' acces de composes impliques dans 
les etapes primaires de la coagulation sanguine et les 
phenomenes inf lammatoires a ces surfaces. 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent egalement etre utilises pour le 
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ciblage de molecules a un site du thrombus, de 
1 ' inf laiTJnation , ou vers une zone tumorale. 

Dans cette utilisation, les structures et 
asserTiblages de la presente invention sonc couples a une 
molecule qui a une action thrombolytigue , a une 
molecule qui a une action anti-inf lamimatoire , ou a une 
molecule qui a une action anti-tumorale respec tivement . 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent done etre utilises par exemple pour 
fabriquer un medicament utilisable dans le traitement 
et la prophylaxie de la thrombose. Le couplage des 
structures et assemblages a des molecules a action 
thrombolytique permet un ciblage de ces dernieres vers 
les zones thrombogenes . Les molecules thrombolytiques 
telles que les streptokinases, les urokinases, et les 
activateurs du plasminogene peuvent etre utilisees . 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent aussi etre utilises couples a une 
molecule ayant une action anti-inf lammatoire pour 
fabriquer un medicament utilisable par exemple par voie 
locale ou par voie orale dans des pathologies aigues 
comme I'asthme, la RCH, le Crohn, le choc septique, les 
maladies du collagene et I'arthrite. 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent aussi etre utilises couples a une 
molecule ayant une action anti tumorale . Ce couplage 
permet de cibler ces dernieres molecules vers des zones 
presentant des charges negatives telles que des tumours 
possedant des foyers cellules apoptotiques , des tumeurs 
inf lammatoires , etc. . . 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent egalement etre utilises pour 
fabriquer un materiau de recouvrement de biomateriaux 
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susceptibles d'etre thrombogenes . Un biomateriau 
thrombogene ainsi reconvert perd ses proprietes 
thrombogenes . Le biomateriau thrombogene peut etre par 
exemple una valve cardiaque. 

L' invention propose d'utiliser une structure 
chimique derivee des proteines de la famille des 
annexines et leurs domaines isoles, modifies ou non, 
capables de se lier reversiblement aux effecteurs 
lipidiques tel que les phosphatidylserines , les acides 
phosphatidiques , les phosphatidylethanolamines et les 
phosphatidylinositophosphates . Il s'agit de fournir un 
ensemble de composes proteiques, peptidiques, peptoides 
et organiques dont la propriete pricnipale est de 
reconnaitre specif iquement 1 ' apparition des signaux 
lipidiques a la surface des membranes cellulaires en 
relation avec le f one tionnement normal ou pathologique 
des tissus . Les pathologies specialement visees par 
1' invention sont : (i) les troubles de la coagulation 
sanguine, (ii) les phenomenes d'apoptose consecutifs a 
1' action de composes chimiques, d'effets physiques 
comme les radiations ionisantes. d'effets biologiques 
comme ceux lies a la formation ou la necrose des tissus 
cancereux, outre les phenomenes normaux d'apoptose, 
(iii) les pathologies inf lammatoires aigues et (iv) les 
troubles associes aux relations entre les cellules et 
la matrice extra-cellulaire et notamment le collagene. 

Outre I'ingenierie complete des annexines 
entieres , un des aspects de 1 ' invention est 
1 ' utilisation de domaines et de modules covalents 
d' annexines soit directement soit comme plate-forme 
pour I'ingenierie de composes peptidiques f onctionnels . 
II s'agit done d'utiliser ces domaines et modules soit 
sous leur forme naturelle, soit modifies par les voies 
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de la mutagenese ou de la chimie, pour en faire des 
composes repondant aux criteres biologiques exposes 
dans le paragraphe precedent. 

De par leur faible taille, ces domaines peuvent 
etre facilement associes a d'autres proteines soit pour 
former des proteines chimeras multif onctionnelles , soit 
pour introduire un mecanisme de regulation par des 
effecteurs autres que les phospholipides de 
signalisation . De plus, 1 ' invention se propose de 
redefinir, par les methodes de 1 ' ingenierie des 
oroteines, la specif icite des domaines pour les 
differents lipides de signalisation evoques plus haut, 

L' invention propose enfin de reconstruire ces 
domaines, par de laovo design, pour en faire des 
composes de taille plus restreinte et accessible a la 
synthese peptidique et en particulier a 1 ' introduction 
de residus aminoacides non naturels dans le but 
d'augmenter la duree de vie de ces composes dans 
1 ' organisme . 



wo 00/20453 



PCT/FR99/02329 




41 



REVEND I CAT IONS 



1. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
5 moins une plate-forme chimique U, V, W, X, Y comportant 
six residus RLl, RL2 , RL3 , RL4 , RL5, RL6 supportant un 
ensemble de fonctions chimiques pouvant se lier audit 
phospholipide appelees LI, L2 . L3 , L4 , L5 , L6 
respectivement , ces fonctions chimiques L definissant 
10 au moins en partie I'af finite de ladite structure pour 
ledit phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (I), (H) et (III) suivantes : 




15 
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(ni) 

5 

dans lesquelles U, U% V. W, w\ X. Y, Z sont 

independamment un acide amine naturel ou non natural, 
un peptide constitue d ' acides amines naturels ou non 
naturel s , une chaine carbonee , ou un ou des groupe ( s ) 
10 cyclique(s) carbone(s) , 
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dans lesquelles RLl a RL5 sont choisis parmi des 
molecules presentant les fonctions chimiques de liaison 
LI a L6 respectivement , lesdites fonctions chimiques 
comprenant soit au moins une charge positive et 
donneuse de liaison hydrogene, soit au moins une charge 
negative et acceptrice de liaison hydrogene, et 
dans lesquelles U, u\ U^ V, X, Y et Z sont tels que 

RL6 et RLl sont distants de 0,65 a 0,95 nru, L6 et Ll 
sont distants de 0,65 a 0,9 nm, RLl et RL2 sont 
distants de 0,45 a 0,65 nm, Ll et L2 sont distants de 
0,4 a 0,55 nm, RL2 et RL3 sont distants de 0,5 a 
1,05 nm, L2 et L3 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et 
RL4 sont distants de 0,5 a 0,8 nm, L3 et L4 sont 
distants de 0,3 5 a 0,5 nm, RL4 et RL5 sont distants de 
0,45 a 0,75 nm, L4 et L5 sont distants de 0,4 a 
0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm, et 
L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm . 



2. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu ' elle comprend au 
moins une plate-forme chimique a, a', b, b', c, d, e, 
h, i, j, k, 1 comportant 11 residus RLl, RL2 , 
RL3, RL4, RL5, RL6 , RCal , RCa2 , RCa3 , RCa4 et RCa5 
supportant un ensemble de fonctions chimiques pouvant 
se lier audit phospholipide appelees Ll, L2 , L3 , L4 , 
L5, L6 respectivement , et un ensemble de fonctions 
chimiques de liaison a un atome de calcium appelees 
LCal , LCa2 , LCa3 , LCa4 , LCa5 respectivement , ces 
fonctions chimiques RLl a RCa5 definissant au moins en 
partie I'af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (IV) , (V) et (VI) suivantes : 
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b' LC*4 



' L6 



RL5 



RL4 



RCa2 




LC»2 




LCal 




RCal 




RLl 



(VI) 



dans lesquelles a, a', b, b', c, d, e, f, g, h, i, j, 
k, 1 sont independamment un acide amine natural ou non 
naturel, un peptide constitue d'acides amines naturals 
ou non naturels, une chaine carbonee, ou un ou das 
groupe(s) cyclique(s) carbone(s), 

dans lesquelles RLl a RL6 et RCal a RCa5 sont choisis 
parmi des molecules presentant les fonctions chimiques 
de liaison Ll a L6 et LCal a LCa5 respec tivement , 
lesdites fonctions chimiques Ll a L6 comprenant soit au 
moins une charge positive et donneuse de liaison 
hydrogene, soit au moins une charge negative et 
acceptrice de liaison hydrogene, lesdites fonctions 
chmiques LCal a LCa5 comprenant un atome d ' oxygene , et 
dans lesquelles a dans les structures de construction 

(IV) et (V) est tel que RL6 et RCaS sont distants de 0 
a 0,3 5 nm et tel que L6 et LCa5 sont distants de 0 a 
0,3 nm, b dans les structures de construction (IV) et 

(V) est tel que RCa5 et RCa4 sont distants de 0 a 
0,35 nm et tel que LCa5 et LCa4 sont distants de 0,2 a 
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0,3 nir., b' dans la structure de construction {VI ) est 
tel que RL6 et RCa4 sent distants de 0 a 0 , 3 5 nm et tel 
que L6 et LCa4 sont distants de 0 a 0,35 nm, c et d 
sent tels que RCa4 et RCa3 sont distants de 0,5 a 
0,9 nm, LCa4 et LCa3 sont distants de 0,2 a 0,4 nm, 
RCa3 et RCa2 sont distants de 0,35 a 0,6 nin,et LCa3 et 
LCa2 sont distants de 0,22 a 0,3 nm, e, f, g, dans les 
structures de construction (IV), (V), (VI) sont tels 
que RLl et RL2 sont distants de 0,45 a 0,65 nm, RCal a 
RCa2 sont distants de 0,4 a 0,55 nm, LI et L2 sont 
distants de 0,4 a 0,55 nm et LCal et LCa2 sont distants 
de 0 , 3 a 0 , 4 nm, h, i, j et k sont tels que RL2 et RL3 
sont distants de 0,5 a 1,05 nm, L2 et L3 sont distants 
de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et RL4 sont distants de 0,5 a 
0,8 nm, L3 et L4 sont distants de 0,35 a 0,5 nm, RIj4 et 
RL5 sont distants de 0,45 a 0,75 nm, L4 et L5 sont 
distants de 0,4 a 0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 
0,4 a 1,2 nm, et L5 et L6 sont distants de 0,4 a 
0,6 nm, a' dans la structure de construction (VI) est 
tel que RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm et tel 
que L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, et b' dans 
la structure de construction (VI ) es t tel que RL6 et 
RCa4 sont distants de 0 a 0,35 nm et tel que L5 et LCa4 
sont distants de 0 a 0,35 nm, la structure pouvant etre 
soit fermee, soit ouverte en a et/ou en h. 

3. Structure chimique selon la revendication 1, 
dans laquelle LI, L2 , L3 et L6 presentent chacun au 
moins une charge positive et donneuse de liaisons 
hydrogene, et L4 et L5 presentent chacun au moins une 
charge negative et acceptrice de liaison hydrogene. 
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4. Structure chimique selon la revendicat ion 2, 
dans laquelle LI, L2 , L3 et L6 presentent chacune au 

charge positive et donneuse de liaison 
et L4, L5, LCaS, LCa4 , LCa3 , LCa2 et LCal 
chacune au moins une charge negative et 
de liaison hydrogene . 

5. Structure chimique selon la revendication 1, 
dans laquelle U. V, W, X , Y et Z sont des peptides 
constitues d'acides amines naturels ou non naturels, et 
RLl a RL6 sont des acides amines choisis dans un 
ensemble comprenant Lys , Arg , Orn, Ser, Thr , Asp et 
Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI a L6 etant les 
fonctions chargees des chaines laterales desdits acides 
amines , 



moins une 
hydrogene , 
presentent 
acceptr ice 



6. Structure chimique selon la revendication 1 ou 
2, dans laquelle RLl, RL2 , RL3 et RL6 sont choisis 
independamment parmi Arg, Lys , Orn, 

dans laquelle RL4 est choisi independamment parmi Asp 
ou Glu, et 

dans laquelle RL5 est choisi independamment parmi Ser, 
Thr, Asp ou Glu, les chaines laterales de ces acides 
amines presentant les fonctions chimiques de liaison au 
phospholipide LI a L6 respect ivement . 

7 . Structure chimique selon la revendication 3 ou 
4, dans laquelle RLl a RL6 sont disposes dans 1 ' espace 
forme par U, V, X, Y, Z de maniere a ce que les 

fonctions chimiques de liaison LI a L6 respect ivement 
de leur chaine laterales soient directement accessibles 
au phospholipide charge negativement . 



wo 00/20453 



PCT/FR99/02329 



48 

8. Structure chimique selon la revendicat ion 1, 
coiTiprenant en outre un site calcium ou 1 ' ion calcium 
complexe par ce site consnitue un des ligands du 
phospholipide . 

9. Structure chimique selon la revendication 2, 
dans laquelle a ou a ' , b ou b ' , c, d, e, f, g, h, i, j, 
k sont des peptides constitues d'acides amines naturels 
ou non naturels, et RLl a RL6 sont des acides amines 
choisis dans un ensemble comprenant Lys , Arg, Orn, Ser, 
Thr, Asp et Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI a L6 
et LCal a LCaS etant les fonctions chargees des chaines 
laterales desdits acides amines, et RCal a RCa5 etant 
des acides amines naturels ou non naturels , 

10. Structure chimique selon la revendication 8, 
dans laquelle RLl a RL6 et RCal a RCa2 sont disposes 
dans 1 ' espace forme par a, b, c, d, e, f, g, h, i, j et 
k de maniere a ce que les fonctions chimiques de 
liaisons LI a L6 respect ivement et les charges 
positives du calcium lorsqu'il est lie aux fonctions de 
liaison LCal a LCa5 soient directement accessibles au 
phospholipide . 

11. Structure chimique selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, dans laquelle au moins une 
partie de la plate- forme est une partie d ' un domaine de 
1 • annexine ou d * un domaine modifie de I'annexine, 
comprenant au moins un desdits residus ligands RLl a 
RL6 presentant lesdites fonctions Ll a L6 
respectivement de liaison au phospholipide. 
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12. Structure chimique selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 10, dans laquelle la plate-forme est 
une partie d'un domaine de 1 ' annexine ou d'un domaine 
modifie de 1' annexine, comprenant lesdits residus 
ligands RLl a RL6 presentant lesdites fonctions LI a L6 
respectivement . 

13. Structure chimique selon la revendication 12, 
dans laquelle le domaine de 1 ' annexine est choisi parmi 
le domaine 1 de 1 • annexine V presente sur la figure 6b, 
le domaine 2 de 1 ' annexine I presente sur la figure 6a, 
le domaine 2 de 1 ' annexine III presente sur la figure 
6c et le domaine 1 et 2 de 1 ' annexine IV presentes sur 
la figure 6d. 

14. Structure chimique selon la revendication 13, 
dans laquelle les residus ligands RLl a RL6 sent 
respectivement soit, les residus Arg25, Lys29, Arg63 , 
Asp68, Ser71 et Glu 72 du domaine 1 de 1 • annexine V 
presente sur la figure 6b, soit les residus Argl24, 
Lysl28, Argl62, Aspl67, Serl70 et Aspl71 du domaine 2 
de 1' annexine I presente sur la figure 6a, soit les 
residus LyslOO, Lysl04, Lysl38, Aspl43 , Serl46 et 
Glul47 du domaine 2 de 1 ' annexine III presente sur la 
figure 6c, soit les residus Arg97 , LyslOl, Argl35, 
Aspl40, Serl43 et Aspl44 du domaine 2 de 1 • annexine IV 
presente sur la figure 6d, soit les residus Arg24, 
Lys2 8, Arg62, Asp67 , Ser7 0 et Glu71 du domaine 1 de 
1 ' annexine IV presente sur la figure 6d. 

15. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
molecule de formule (VII) suivante : 
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RL1-N^-RL2-M-RL3-N"-RL4-N'-RL5-RL6 

(VII) 

dans laquelle a N' representent chacun independamment 
de 1 a 4 acides amines choisis independamment. naturels 
ou non naturels, et dans laquelle M est un peptide 
constitue de 1 a 100 acides amines naturels ou non 
naturels ; 

dans laquelle RLl, RL2 , RL3 et RL6 sont choisis 
independamment parmi Lys , Arg ou Orn ; RL4 est choisi 
independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 est choisi 
independamment parmi Ser, Thr , Asp ou Glu. ladite 
structure etant lineaire ou cyclique. 

16. Structure selon la revendicat ion 15, dans 
laquelle represente trois acides amines, 
represente quatre acides amines, et represente deux 
acides amines . 

17. Structure selon la revendicat ion 15 ou 16, 
dans laquelle M est un peptide constitue de 33 acides 
amines naturels ou non naturels. 

18. Structure selon la revendicat ion 15, dans 
laquelle la molecule de formule (VII) est une sequence 
peptidique choisie parmi la sequence peptidique allant 
de Argl24 a Serl71 dans la sequence ID n^l presentee 
sur la figure 6a, la sequence peptidique allant de 
Arg25 a Glu72 dans la sequence ID n°2 presentee sur la 
figure 6b, la sequence peptidique allant de LyslOO a 
Glul47 dans la sequence ID n^3 presentee sur la figure 
6c, la sequence allant de Arg24 a Glu71 dans la 
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sequence ID n°4 presentee sur la figure 6d, la sequence 
allant de Arg97 a Aspl44 dans la sequence ID n^5 
presentee sur la figure 6, ou une sequence modifiee de 
ces sequences pourvu que RLl , RL2 , RL3 et RL6 soient 
choisis independarnment parmi Lys , Arg ou Orn, RL4 soit 
choisi independarnment parmi Asp ou Glu, et RL5 soit 
choisi independaininent parmi Ser, Thr, Asp ou Glu . 

19. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins une partie d ' une sequence peptidique choisie 
parmi la sequence ID n^l presentee sur la figure 6a, la 
sequence ID n^2 presentee sur la figure 6b, la sequence 
ID n°3 presentee sur la figure 6c et les sequences ID 
n°4 et ID n^5 presentees sur la figure 6d, ou une 
sequence modifiee de celle-ci . 

20. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide charge negat ivement , caracterisee en ce 
qu'elle comprend une sequence peptidique cyclique de 
formule (VIII) suivante : 

I ' ' 1 

Gly-RL1-Phe-RL2-P'-Gly-Tyr-P'-RL3-P^-RL4-Q'-RL5-Trp-RL6 

dans laquelle RLl et RL6 sont choisis independarnment 
parmi Lys, Orn et Arg ; RL2 et RL3 sont Arg ; RL4 et 
RL5 sont choisis independarnment parmi Asp et Glu ; 
dans laquelle P\ P' et P^ sont choisis independarnment 
parmi Ser et Thr ; dans laquelle est choisi parmi 

Glv et Met. 



21. Structure 
revendications 15 



chimique selon 1 ' une 
a 19, comprenant en 



quelconque des 
outre un site 
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calcium ou 1 ' ion calciun^. complexe par ce site constitue 
un des ligands du phospholipide charge negativement: . 

22. Structure selon 1 ' une quelccnque des 
revendications precedentes , ladite structure ayant une 
affinite pour un phospholipide choisi parmi une 
phosphatidyl serine , une phosphatidyl ethane 1 amine , un 
phosphatidylinositol , un acide phosphat idique , et un 
cardiolipide . 

2 3 . Assemblage chimique ayant une affinite pour un 
phospholipide , caracterise en ce qu ' il comprend au 
mo ins deux structures chimiques def inies dans les 
revendications 1 a 22, identiques ou differentes, 
lesdites structures etant liees. 

24. Assemblage chimique selon la revendication 23, 
dans lequel au moins une des structures chimiques est 
une des structures chimiques def inies dans les 
revendications 15 a 22 . 

25. Precede de fabrication d ' une structure 
chimique definie dans 1 ' une quelconque des 
revendications 11 a 22 precedentes, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes de preparation d ' un cDNA 
comprenant une sequence de base codant pour ladite 
structure chimique, d' insertion du cDNA dans un vecteur 
d' expression approprie, de transformation d'une cellule 
hote appropriee pour une replication du plasmide et la 
fabrication de ladite structure par traduction dudit 
cDNA. 
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25. Precede selon la revendication 25, dans lequel 
le vecteur est un plasmide. 

27. Precede selon la revendication 25, dans lequel 
le vecteur est le vecteur pGEX-2T. 

28. Precede selon la revendication 25, 26 ou 21, 
dans lequel la cellule hote appropriee est E. Coli, 

29. Utilisation d ' une structure chimique telle que 
definie dans les revendications 1 a 22 pour preparer un 
medicament . 



30. Utilisation d ' un assemblage chimique tel que 
defini dans la revendication 23 ou 24 pour preparer un 
medicament . 

31. Utilisation selon la revendication 29 ou 30, 
dans laquelle le medicament est choisi parmi un 
medicament destine au traitement d ' une thrombose, un 
medicament destine au traitement d ' une tumeur, un 
medicament ayant une action anti-inf lammatoire . 

32. Utilisation d ' une structure telle que definie 
dans les revendications 1 a 21 pour la fabrication d'un 
mater iau de recouvrement d'un biomateriau thrombogene. 

33. Compose de marquage caracterise en ce qu'il 
comprend une structure telle que definie dans les 
revendications 1 a 22 couplee a une molecule de 
marquage . 
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34. Compose de marquage caracterise en ce qu i-i 
comprend un assemblage tel que defini dans la 
revendication 23 ou 24 couple a une molecule de 
marquage . 

35. Compose selon la revendication 33 ou 34 dans 
lequel la molecule de marquage est choisie parmi une 
molecule f luorescente , le complexe avidine-biotine , un 
radioelement , et un compose paramagnetique . 

36. Trousse de diagnostic comprenant un compose 
selon 1 ' une quelconque des revendications 3 3 a 35. 

37. Trousse de diagnostic selon la revendication 
36, comprenant en outre un reactif adequat permettant 
de detecter ladite molecule de marquage. 



38. Trousse d' analyse et de detection de charges 
negatives a la surface de cellules, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une structure selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 22 couplee a un marqueur . 

39. Trousse d* analyse et de detection de charges 
negatives a la surface de cellules, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un assemblage selon la revendication 
2 3 ou 2 4 couple a un marqueur. 

40. Trousse d' analyse et de detection de 
microvesicules dans le sang, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une structure selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 22 couplee a un marqueur. 
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41. Trousse d' analyse 
microvesicules dans le sang, 
comprend un assemblage selon 
couple a un marqueur . 
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et de detection de 
caracterisee en ce qu ' elle 
la revendication 23 ou 24 
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Sequence ID n°l 

Met 

1 

Glu 
15 



CD 
CO 

E 
o 

Q 



85 



Ala 


Met 


Val 


Ser 
5 


Glu 


Phe 


Leu 


Lys 


Gin 
10 


Ala 


Trp 


Phe 


He 


Asn 


Glu 


Glu 


Gin 


Glu 


Tyr 


Val 


Gin 


Thr 


Val 


Lys 


Ser 


Ser 








20 








25 








Glv 


Glv 


Pro 


Gly 


Ser 


Ala 


Val 


Ser 


Pro 


Tyr 


Pro 


Thr 


Phe 


30 








35 










40 






Pro 


Ser 


Ser 


Asp 


Val 


Ala 


Ala 


Leu 


His 


Lys 


Ala 


He 


Met 




45 








50 










55 


Thr 

70 


Lys 


Gly 


Val 
60 


Asp 


Glu 


Ala 


Thr 


He 

65 


He 


Asp 


He 


Leu 


Arg 


Asn 


Asn 


Ala 


Gin 


Arg 


Gin 


Gin 


lie 


Lys 


Ala 


Ala 


Tyr 






75 










80 










Gin 


Glu 


Thr 


Gly 


Lys 


Pro 


Leu 


Asp 


Glu 


Thr 


Leu 


Lys 


Lys 








90 










95 








Leu 


Thr 


Gly 


His 


Leu 


Glu 


Glu 


Val 


Val 


Leu 


Ala 


Leu 


Leu 


100 








105 










110 






Thr 


Pro 


Ala 


Gin 


Phe 


Asp 


Ala 


Asp 


Glu 


Leu 


Arg 


Ala 


Ala 




115 










120 










125 





' 130 135 140 

Leu Ala Ser A rg Thr Asn Lys Glu lie Arg Asp He Asn Arg 
145 "^^50 

Val Tyr Arg Glu Glu Leu Lys Arg Asp Leu Ala Lys Asp He 
155 160 165 

Thr Ser Asp Thr Se r Gly Asp Phe Arg Asn A la Leu Leu Ser 

170 175 180 

Leu Ala Ly s Gly Asp Arg Ser Glu Asp Phe Gly Val Asn Glu 
I— 190 200 

Asp Leu Ala Asp Ser Asp Ala Arg Ala Leu Tyr Glu Ala Gly 

205 210 215 

Glu Arg Arg Lys Gly Thr Asp Val Asn Val Phe Asn Thr He 

220 225 
Leu Thr Thr Arg Ser Tyr Pro Gin Leu Arg Arg Val Phe Gin 
230 235 240 

Lys Tyr Thr Lys Tyr Ser Lys His Asp Met Asn Lys Val Leu 

245 250 260 

Asp Leu Glu Leu Lys Gly Asp He Glu Lys Cys Leu Thr Ala 

265 270 275 

He Val Lys Cys Ala Thr Ser Lys Pro Ala Phe Phe Ala Glu 

280 285 290 

Lys Leu His Gin Ala Met Lys Gly Val Gly Thr Arg His Lys 

295 300 
Ala Leu He Arg He Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Met 
305 310 315 

Asn Asp He Lys Ala Phe Tyr Gin Lys Met Tyr Gly He Ser 

320 325 330 

Leu Cys Gin Ala He Leu Asp Glu Thr Lys Gly Asp Tyr Glu 

335 340 345 

Lys He Leu Val Ala Leu Cys Gly Gly Asn 

350 355 



FIG. 6 A: Annexine I humaine 
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Sequence ID n^2 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly 
1 5 10 

Phe Asp Glu Arg Ala Asp Ala Glu Thr Leu Arc? Lys Ala Met 
15 20 25 

Lys Giy Leu Giy Thr Asp Glu Glu Ser lie Leu Thr Leu Leu 

30 35 ~ 40 

Thr S er Arg Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala 

45 50 ' 55 

Phe Lys Thr Leu Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys 

^ 60 65 70 

Ser Glu L eu Thr Gly Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu 

' 75 75 7 

Met Lvs Pro Ser A rg Leu Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His 

L 80 ' 85 90 

Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu 

95 100 105 

lie lie Ala Ser Arg Thr Pro Glu Glu Leu Arg Ala lie Lys 

110 115 120 

Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Asp Asp 

125 130 135 

Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin Arg Met Leu Val 

140 145 
Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala Gly He Asp 
150 155 160 

Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe Gin Ala 

165 170 175 

Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He Thr 

180 185 190 

He Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 

195 200 205 

Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr 

205 210 
He Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu 
215 220 230 

Ala Val Val Lys Ser He Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala 

235 240 245 

Glu Thr Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp 

250 255 260 

His Thr Leu He Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp 

265 270 275 

Leu Phe Asn He Arg Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr 

280 285 
Ser Leu Tyr Ser Met He Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
290 295 300 

Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu Cys Gly Glu Asp Asp 
305 310 315 



FIG. 6 B : Annexine V humaine 
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Sequence ID n°3 

Met Ala Ser He Trp Val Gly His Arg Gly Thr Val Arg Asp 
15 10 

Tyr Pro Asp Phe Ser Pro Ser Val Asp Ala Glu Ala He Gin 

15 20 25 

Lys Ala He Arg Gly He Gly Thr Asp Glu Lys Met Leu He 

30 35 40 

Ser He Leu Thr Glu Arg Ser Asn Ala Gin Arg Gin Leu He 

45 50 55 

Val Lys Glu Tyr Gin Ala Ala Tyr Gly Lys Glu Leu Lys Asp 

60 65 70 

ASD Leu Lys Gly Asp Leu Ser Gly His Phe Glu His Leu Met 

75 80 
Val Ala Leu Val Thr Pro Pro Ala Val Phe Asp Al a Lys Gin 
85 90 95 

Leu Lv s Lys Ser Met Lys Gly Ala Gly Thr Asn Glu Asp Ala 

Too 105 110 

Leu He Glu He Leu Thr Thr Arg Thr Ser Arg Gin Met Lys 

115 120 12 5 

Asp He Se r Gin Ala Tyr Tyr Thr Val Tyr Lys Lys Ser Leu 

130 135 14 0 

Glv Asp T^p H e Ser Ser Glu Thr Ser Gly Asp Phe Arg Lys 
^ ^ 145 150 

Ala Leu Leu Thr Leu Ala Asp Gly Arg Arg Asp Glu Ser Leu 
-155 ~ ' 160 ' 165 

Lys Val Asp Glu His Leu Ala Lys Gin Asp Ala Gin He Leu 

170 I'^S 180 

Tvr Lys Ala Gly Glu Asn Arg Trp Gly Thr Asp Glu Asp Lys 

185 190 
Phe Thr Glu He Leu Cys Leu Arg Ser Phe Pro Gin Leu Lys 

200 205 210 

Leu Thr Phe Asp Glu Tyr Arg Asn He Ser Gin Lys Asp He 

215 220 
Val Asp Ser He Lys Gly Glu Leu Ser Gly His Phe Glu Asp 
925 230 235 

Leu Leu Leu Ala He Val Asn Cys Val Arg Asn Thr Pro Ala 

240 245 250 

Phe Leu Ala Glu Arg Leu His Arg Ala Leu Lys Gly He Gly 

255 260 270 

Thr Asp Glu Phe Thr Leu Asn Arg He Met Val Ser Arg Ser 

275 280 285 

Glu He Asp Leu Leu Asp He Arg Thr Glu Phe Lys Lys His 

290 295 
Tyr Gly Tyr Ser Leu Tyr Ser Ala He Lys Ser Asp Thr Ser 
300 305 310 

Gly Asp Tyr Glu He Thr Leu Leu Lys He Cys Gly Gly Asp Asp 
315 320 325 



FIG. 6C . Annexine III humaine 
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Sequence ID n°4 



CD 
CD 

E 
o 

Q 



Met 


Ala 


Thr 


Lys 


Gly 


Gly 


Tnr 


val 


ijys 


10 


Ala 


Ser 


Glv 


Phe 


1 

Asn 

15 

Gly 


Ala 
Leu 


Met 

Gly 


Glu 
Thr 


5 

Asp 
Asp 


TV T 

Ala 


Gxn 


W V 

1 nr 


XJ C LI 




L vs 


Ala 


Met 


Lvs 


20 
Glu 


Asp 


Ala 


He 


He 


25 
Ser 


Val 


Leu 


Ala 


Tyr 


30 
Arg 


Asn 


Thr 


Ala 


Gin 


35 
Arg 


Gin 


Glu 


He 


Arg 


40 
Thr 


Ala 


Tyr 


Lys 


Ser 


45 

Thr 


He 


Gly 


Arg 


Asp 


50 
Leu 


He 


Asp 


Asp 


Leu 


55 
Lys 


Ser 


Glu 


Leu 


Ser 


60 
Gly 


Asn 


Phe 


Glu 


Gin 


65 
Val 


He 


Val 


Gly 


Met 


70 
Met 



75 



80 



Thr 
'85 



Sequence ID n°5 



c 

*CD 

E 
o 
Q 



Pro 


Thr 


Val 


Leu 


Tyr 


Asp 


Val 


Gin 


Glu 


Leu 


Gin 


Arg 


Lys 




86 










90 










95 








Ala 


Met 


Lys 


Gly 


Ala 


Gly 


Thr 


Asp 


Glu 


Gly 


Cys 


Leu 


He 


Glu 




100 










105 










110 






He 


Leu 


Ala 


Ser 


Arg 


Thr 


Pro 


Glu 


Glu 


He 


Arg 


Arg 


He 


Asn 






115 










120 










125 




Gin 


Thr 


Tyr 


Gin 


Leu 


Gin 


Tyr 


Gly 


Arg 


Ser 


Leu 


Glu 


Asp 


Asp 








130 










135 










140 


He 


Arg 


Ser 


Asp 


Thr 


Ser 


Phe 


Met 


Phe 


Gin 


Arg 


Val 


Leu 


Val 










145 










150 










Ser 


Leu 


Ser 


Ala 


Gly 


Gly 


Arg 


Asp 


Glu 


Gly 


Asn 


Tyr 


Leu 


Asp 


155 










160 










170 








Asp 


Ala 
175 


Leu 


Val 


Arg 


Gin 


Asp 
180 


Ala 


Gin 


Asp 


Leu 


Tyr 
185 


Glu 


Ala 


Gly 


Glu 


Lys 
190 


Lys 


Trp 


Gly 


Thr 


Asp 
195 


Glu 


Val 


Lys 


Phe 


Leu 

200 


Thr 


Val 


Leu 


Cys 


Ser 

205 


Arg 


Asn 


Arg 


Asn 


His 

210 


Leu 


Leu 


His 


Val 


Phe 
215 


Asp 


Glu 


Tyr 


Lys 


Arg 
220 


He 


Ser 


Gin 


Lys 


Asp 
225 


He 


Glu 


Gin 


Ser 


He 


Lys 


Ser 


Glu 


Thr 


Ser 


Gly 


Ser 


Phe 


Glu 


Asp 


Ala 


Leu 


Leu 


230 








235 










240 








Ala 


He 
245 


Val 


Lys 


Cys 


Met 


Arg 

250 


Asn 


Lys 


Ser 


Ala 


Tyr 
255 


Phe 


Ala 


Glu 


Lys 


Leu 
260 


Tyr 


Lys 


Ser 


Met 


Lys 
265 


Gly 


Leu 


Gly 


Thr 


Asp 

270 


Asp 


Asn 


Thr 


Leu 


He 

275 


Arg 


Val 


Met 


Val 


Ser 

280 


Arg 


Ala 


Glu 


He 


Asp 
285 


Met 


Leu 


Asp 


He 


Arg 
290 


Ala 


His 


Phe 


Lys 


Arg 
295 


Leu 


Tyr 


Gly 


Lys 


Ser 


Leu 


Tyr 


Ser 


Phe 


He 


Lys 


Gly 


Asp 


Thr 


Ser 


Gly 


Asp 


Tyr 


300 










305 










310 








Arg 


Lys 
315 


Val 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 
320 


Cys 


Gly 


Gly 


Asp 


Asp 
325 







FIG. 6 D : Annexine IV humaine 
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Compose (I) + phosphatidylserine 



FIG. 7 
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ASSauvage D68F D68I D68W 



123 T4 1234 1234 14 




FIG. 9 A 



A5 Sauvage D68F D68I D68W 



12T34 1234 12 3 4 14 




FIG. 9 B 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



